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DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^gorle 



Citation du document avec Indication, en cas de besoin, 
des parties pertlnentes 



Revendications 
concem^es 
de la demande 
examinee 



CULMANN B ET AL: "Identification of 
multirestricted immunodominant regions 
recognized by cytolytic T lymphocytes in 
the Human Immunodeficiency Virus type 1 
Nef protein" 
JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol. 68, no. 11, novembre 1994 (1994-11), 
pages 7336-7343, XP002132359 - 
AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY US 

* tableaux 3-5 * 

TORRES B A ET AL: "IDENTIFICATION OF AN 
HIV-1 NEF PEPTIDE THAT BINDS TO HLA CLASS 
II ANTIGENS" 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, US, ACADEMIC PRESS INC. 
ORLANDO, FL, 
vol . 200, no. 2, 

29 avril 1994 (1994-04-29), pages 
1059-1065, XP000578181^ 
ISSN: 0006-291X 

* tableau 1 * 

EP 0 728 764'a (AJINOMOTO KK) 
28 aoQt 1996 (1996-08-28) 

* tableaux 3,4 * 

HUNZIKER I P ET AL: "Who is right? Or, 
how to judge the disagreement about HLA 
restriction of Nef peptides" 
AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES, 
vol . 14, no. 11, 

20 juillet 1998 (1998-07-20), pages 
921-923, XP002132360^ 
ISSN: 0889-2229 

* le document en entier * 



1-3,5,6 



1-3 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lnt.CL.7) 



1-3 



1-3 



C07K 
A61K 



Data d'achdvefnent de la recherche 


Examinataur 


7 mars 2000 


Cupido, M 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : partlculj^remant pertinent h lul seut 

Y : partlcuII6rement pertinent en comblnaison avecun 

autre document de la mdme catdgorie 
A : pertinent k rencontre d'au molns una revendication 

ou arridre-ptan technologlque g^ndral 
O : divulgation non-^crite 
P : document Intercalaire 



T : thdorie ou princIpe k la base de i'invantlon 

E : document d© brevet b6n6ficlant d'une date ant6rieure 

& ia date de d^pdt et qui n'a publi^qu'^ cette date 

de ddp6t ou qu*^ une data post^rleure. 
0 : cits dans la demande 
L : citd pour d'autras raisons 

& : membre de la mSme famlile, document correspondant 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE PRELIMINAIRE 

RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET FRANQAIS NO. FA 575862 

FR 9907012 

La pr^sente annexe indique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cit^s dans le rapport de 
recherche pr^linninaire vis6 ci-dessus. 

Les dits membres sont contenus au fichier informatique de TOffice europ^en des brevets h la date du 

Lesrenseignements fournis sont donnas ^ titre indicatif et n'engagent pas la responsabilit^ de I'Office europ^en des brevets, 

ni de rAdministration franqaise 07*03-2000 



Document brevet cite 


Date de 




Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 




famille de brevet(s) 


publication 


EP 0728764 A 


28-08-1996 


AU 


685521 B 


22-01-1998 






AU 


7948794 A 


08-05-1995 






US 


5756666 A 


26-05-1998 






CA 


2173138 A 


27-04-1995 






CM 


1133597 A 


16-10-1996 






WO 


9511255 A 


27-04-1995 



£ 
i 
2 



Pour tout renselgnement concernant cette annexe : voir Journal Officiel de ('Office europ^en des brevets, No.1 2/82 



COMMUNIC 
RECHER' 



lexe au Formuiaire PCT/ISA/206 
_ RELATIVE AUX^RESULTATS DE LA 
f INTERNATIONALE PARTIELLE 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01513 



1 .La presente communication est une annexe a I'invitation a payer des taxes additionelles (formuiaire PCT/ISA/206). 

Eile donne les resultats de la reclierche Internationale effectuee pour les parties de la demande Internationale qui ont 

trait a I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications nos : 

voir 'Invitation a payes des taxes addi tionnel les ' 
2,Cette communication n'est pas le rapport de recherche Internationale qui sera etabli conformement a Tarticle 18 et a la 

regie 43. 

3. Si le deposant ne pale pas de taxes additionnelles, les renselgnements figurant dans la presente communication seront 
conslderes comme etant le resultat de la recherche Internationale et figureront teis quels dans le rapport de recherche 
Internationale. 

4. Si le deposant pale des taxes additionnelles, le rapport de recherche Internationale contlendra a la fois les renselgne- 
ments figurant dans la presente communication et les resultats de la recherche Internationale relative aux autres parties 
de la demande Internationale pour lesquelles ces taxes auront ete acqulttees. 



0. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat6gorie " Identification des documents cit6s, avec, le cas 6ch6ant, Tindicatlon des passages pertinents 



no. des revendications vls6es 



/EP 0 451 550 A (BEHRINGWERKE AG) 
16 octobre 1991 (1991-10-16) 
revendications 2,11; exemple 5 

MULLER M ET AL: "IDENTIFICATION OF 
SEROREACTIVE REGIONS OF THE HUMAN 
PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 PROTEINS E4, E6, E7 
AND LI" 

^JOURNAL OF GENERAL VI ROLOGY,GB,SOCI ETY FOR 
GENERAL MICROBIOLOGY, READING, 
vol. 71, 1 Janvier 1990 (1990-01-01), 
pages 2709-2717, XP00O318453 
ISSN: 0022-1317 
tableau 1 peptides 670 et 676 

-SHALLY M ET AL: "THE E6 VARIANT PROTEINS 
E6I-E6IV OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS 16: 
EXPRESSION IN CELL FREE SYSTEMS AND 
BACTERIA AND STUDY OF THEIR INTERACTION 
WITH P53" 

VIRUS RESEARCH, NL, AMSTERDAM, 
vol. 42, 1996. pages 81-95, XP00O198411 
ISSN: 0168-1702 ~~ 
page 85, colonne de gauche, dernier alinea 

--EP 0 523 391 A (BEHRINGWERKE AG) 
20 Janvier 1993 (1993-01-20) 
page 7, SEQ ID N0:4 

-/-- 



1-5, 
14-21 



1-5. 
14-21 



1-5, 
14-21 



1-5. 
14-21 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indlqu6s en annexe 



' Categories sp^ciales de documents cit^s: 

A" document d6finissant r6tat g6n6ral de la technique, non 
consid6r6 comme particulierement pertinent 

E" document ant§rieur, mats public k la date de d^pdt international 
ou aprfes cette date 

L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priority ou cit6 pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison sp6ciale (telle qu'indiqu6e) 

O" document se r6f6rant & une divulgation orale, ^ un usage, d 
une exposition ou tous autres moyens 

P" document public avant la date de d§pdt Intemational, mais 
post^rieurement ^ la date de priority revendiquSe 



T* document ult6rieur publi6 apr6s la date de d6p6t international ou la 
date de priority et n*apparienenant pas ^ T^tat de la 
technique pertinent, mais cit6 pour comprendre le principe 
ou la throne constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'invention revendiqu6e ne peut 
§tre consid6r6e comme nouvelle ou comme impliquant une actlvit6 
inventive par rapport au document consid6r6 isol6ment 

"Y" document particulierement pertinent; I'invention revendiqu6e 

ne peut §tre consid6r6e comme impliquant une activit6 inventive 
lorsque le document est associ6 ^ un ou plusieurs autres 
documents de m§me nature, cette combinaison 6tant 6vidente 
pour une personne du m6tier 

document qui fait partie de la m§me famillede brevets 
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COMMUNIC 
RECHEI 



0X0 ou Fermulaire PCT/ISA/205 

RELATIVE AUX RESULTATS DE LA 
INTERNATIONALE PARTIELLE 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01513 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat6gorie ° Identification des documents clt6s, avec, le cas 6ch6ant, I'lndication des passages pertinents 



no. des revendications vls6es 



^WO 98 23635 A (UNIVERSITY OF QUEENSLAND; 
CSL LTD ) 4 juin 1998 (1998-06-04) 
figure 1, peptides GF51-GF53 

5:rW0 93 22338 A (RIJKSUNIVERSITEIT LEIDEN; 
KAST W ET AL.) 

11 novembre 1993 (1993-11-11) 
page 4, ligne 21 - ligne 36 
page 7, ligne 24 - ligne 32 
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An 

Renseignemi 



nngx 



- Tamiiic de Drevets 

latifs aux membres'de families de brevets 



Demande Internationale No 

PCT/FR 00/01513 



Document brevet cite 




Date de 


Mennbre(s) de la 




Date de 


)M rannnrt Hp rpchprf^hp 




publicstion 


famille de brevet(s) 




publication 


EP 0451550 


A 


16-10-1991 


All 


DDwODO 


B 


07-07-1994 








All 


7'^^^ c;qi 

/ 


A 

n 


oc.nQ- 1 QQ1 








PA 


c.\)OODO± 


A 


21-09-1991 








1 D 
Ur 




A 


07-08-1992 








PT 


97073 


A 


31-10-1991 


EP 0523391 


A 


20-01-1993 


AU 


667470 


B 


28-03-1995 








AU 


1959092 


A 
A 










LA 




A 


14-01-1993 








Jr 


oiby /oi 


A 

A 










1 IC 




A 


13-05-1997 


WO 9823635 


A 


04-06-1998 


AU 




A 


22-06-1998 


WO 9322338 


A 


11-11-1993 


A 1 1 

AU 


C7C7Q/1 

b/b/y4 


B 


20-02-1997 








A 1 1 

AU 




A 


29-11-1993 








A 1 1 

AU 


/iy/uyb 


A 


06-02-1997 








CA 


2112798 


A 


11-11-1993 








EP 


0593754 


A 


27-04-1994 








IL 


105554 


A 


17-08-1999 








JP 


7503975 


T 


27-04-1995 








NZ 


253330 


A 


25-06-1996 








ZA 


9303135 


A 


02-02-1994 



Formulaire PCT/ISA/206 (annexe (amiires de brevets) (juillet 1992) 



PCT/FROO/01513 

TRAITt l)E cooperation EN MATk.iE DE BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 
{r6g!e61.2du PCT) 


Destinataire: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 

clAlb-UiMlb U AMbnlUUt 

en sa quaiit6 d'office 6lu 


Date d*exp6dition Gour/mois/ann6e) 
18janvier2001 (18.01.01) 




Demande intemationale no 
PCT/FROO/01513 


R6f6rence du dossier du dSposant ou du mandataire 
WOB199INSEPI 


Date du d6pdt international Gour/mois/ann6e) 
31 mai 2000 (31.05.00) 


Date de priority (jour/mois/ann6e) 
03juin 1999 (03.06.99) 


D6posant 

CHOPPIN, Jeannine etc 



1 . L'office d^signe est avis6 de son Election qui a faite: 

I X I dans la demande d'exannen pr6liminaire international present6e d Tad ministration charg6e de Texamen pr^liminatre 
international le: 

01 dfecembre 2000 (01.12.00) 



I I dans une d6claration visant une 6lection ult6rieure d6pos6e auprds du Bureau international le: 



2. L'6lection JjCj a6t6faite 

I I n'a pas 6t6 faite 

avant I'expiration d'un d6lai de 19 mois d compter de la date de priority ou, lorsque la rdgle 32 s'applique, dans le d6lai vis6 
d la rdgle 32.2b). 





Fonctionnaire autoris6 


Bureau international de I'GMPI 




34, chemin des Colombettes 


Maria Kirchner 


1211 Gendve 20, Suisse 




no de t6l6copieur: (41-22) 740.14.35 


no de t6l6phone: (41-22) 338.83.38 


Formulaire PCT/IB/331 Guillet 1992) 


FR0001513 



PATENT COOPERATION TREi^ 

POT 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44) 



Applicant's or agent's file reference 

W0B199A0 INSEPIT 


FOR FURTHER see Notification of Transmittal of International Search Report 
ACTION (Form PCT/iSA/220) as well as, where applicable, item 5 below. 




International application No. 

PCT/FR 00/01513 


International filing date (day/month/year) 
31/05/2000 


(Earliest) Priority Date (day/month/year) 

03/06/1999 




Applicant 

BIOVECTOR THERAPEUTICS 




This International Search Report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant 
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau. 

This International Search Reoort consists of a total of 6 sheets. 

1 I It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report. 




1 . Basis of the report 

a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of the international application in the 
language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item. 

1 I the international search was carried out on the basis of a translation of the international application furnished to this 
Authority (Rule 23.1(b)). 

b. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search 
was carried out on the basis of the sequence listing : 

[X] contained in the international application in written form. 

1 1 filed together with the international application in computer readable form. 

1 1 furnished subsequently to this Authority in written form. 

[X[ furnished subsequently to this Authority in computer readble form. 

[X] the statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

[X] the statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listinq has been 
furnished ^ 

2. Q Certain claims were found unsearchable (See Box 1). 

3. [X] Unity of invention is lacking (see Box II). 

4. With regard to the title, 

[X] the text is approved as submitted by the applicant. 

1 1 the text has been established by this Authority to read as follows: 

5. With regard to the abstract, 

[X| the text is approved as submitted by the applicant. 

1 1 the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box III. The applicant may, 
within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority. 

6. The figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 

□ as suggested by the applicant. [X| None of the figures. 

1 1 because the applicant failed to suggest a figure. 

1 1 because this figure better characterizes the invention. 



Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 1998) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande internationale n** 

PCT/FR 0Q/O1513 



Cadre I Observations - 1 rsquH a §t§ estim§ que certaines r vendications n pouvaient pas faire 1* bjet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premier feuille) 



Conformement k I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. I I Les revendications n^ 

se rapportent k un objet a regard duquel radministration n'est pas tenue de proceder k la recherche, k savoir: 



2. I I Les revendications n°^ 

se rapportent k des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. I I Les revendications 

sont des revendications d^pendantes et ne sont pas r6digees conform6ment aux dispositions de la deuxidme et de la 
troisidme phrases de la rdgle 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu*il y a absence d*unit4 de IMnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, k savoir: 

voir feuille supplementaire 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont 6te payees dans les delais par le d6posant, le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



□ 



2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justiflant une taxe additionnelle, radministration n'a sollicit6 le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. 



I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete pay^e dans les d§lais par le deposant, le present 
' ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour tesquelles les taxes ont 6te payees, k savoir 



les revendications n °® 



4. V Aucune taxe additionnelle demand6e n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
de recherche internationale ne porte que sur I'inventlon mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n °® 

revendications: 1-4, 14-21, parti ell ement et 5, completement. 



Remarque quant k la reserve | | Les taxes additionnelles dtaient accompagndes d'une reserve de la part du deposan' 

I I Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/21 0 (suite de la premiere feuille (1 )) (Juillet 1 998) 



Demande internationale No. PCT/FR 00/01513 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/iSA/ 210 



L'admini Strati on chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti el lement) et 5 (completement) 

Fragments polyepi topiques de la proteine E6 de HPV, se liant 
de fagon stable a des molecules HLA, delimite par les acides 
amines situes aux positions 15 et 44 de la proteine E6 de 
HPV; sequences nucleotidiques codant pour ces fragments, 
anti corps diriges contre ces fragments et lipopeptides, 
composition pharmaceutique ou vaccin les contenant, ainsi 
que leur utilisation pour la preparation d*un medicament. 



2. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti el 1 ement) et 6 (completement). 

La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 46 et 67 de la proteine E6 de ' 
HPV. 



3. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti el 1 ement) et 7 (completement) 

La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 

amines situes aux positions 80 et 108 de la proteine E6 de 
HPV. 



4. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti el lement) et 8 (completement) 

La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 118 et 139 de la proteine E6 de 
HPV. 



5. revendi cations: 1,2,9,10, 

14-21 (parti el lement) et 11 (completement) 



La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 3 et 25 de la proteine E7 de HPV. 



6. revendi cations: 1,2,9,10, 

14-21 (parti el lement) et 12 (completement) 



La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 44 et 60 de la proteine E7 de 
HPV. 



7. revendi cations: 1,2,9,10, 

14-21 (parti el lement) et 13 (completement) 
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Demande internationate No. PCT/FR 00/01513 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



La meme, se rapportant a la region deli mite par les acides 
amines situes aux positions 79 et 97 de la proteine E7 de 
HPV. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



IF 



lemande Internationale No 

PCT/FR 00/01513 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANOE 

CIB 7 C12N15/37 A61K39/12 C07K16/08 C07K14/025 



Selon la classification intemationale des brevets (CIB) ou ci la fois seion la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LE5QUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mininnale consultSe (systdme de classification survi des symtsoles de dassement) 

CIB 7 C12N A61K C07K 



Documentation consult6e autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents retevent des domaines sur lesquels a port6 la recherche 



Base de donn6es 6lectronlque consult§e au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donn6es, et si realisable, termes de recherche utilisds) 

EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat6gorie " Identification des documents cit§s, avec, le cas ech6ant, indication des passages pertinents 



no. des revendicatlons vis6es 



EP 0 451 550 A (BEHRINGWERKE AG) 
16 octobre 1991 (1991-10-16) 
revendicatlons 2,11; exemple 5 

MULLER M ET AL: "IDENTIFICATION OF 
SEROREACTIVE REGIONS OF THE HUMAN 
PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 PROTEINS E4, E6, E7 
AND LI" 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY. GB, SOCIETY FOR 

GENERAL MICROBIOLOGY, READING, 

vol- 71, 1 Janvier 1990 (1990-01-01), 

pages 2709-2717, XP00O318453 

ISSN: 0022-1317 

tableau 1 peptides 670 et 676 

-/-- 



1-5. 
14-21 



1-5. 
14-21 



j )( [ Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



|X I l-^s documents de families de brevets sont indlqu6s en annexe 



* Categories sp6ciales de documents cit6s: 

A" document d6finissant r6tat g^n^ral de la technique, non 
consid6r6 comme particulierement pertinent 

"E" document ant6rieur, mais publi6 k la date de d6p6t international 
ou apr6s cette date 

L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priority ou cit6 pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison sp^ciale (telle qu'tndiqu^e) 
"O' document se rSferant k une divulgation orale, k un usage, k 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publi6 avant la date de d6p6t international, mais 
post6rieurement k la date de priorit6 revendiqu6e 



"T" document ult6rieur public apr§s la date de d§p6t international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas k I'^tat de la 
technique pertinent, mais cit6 pour comprendre le principe 
ou la th^orie constituant la base de I'invention 

"X" document particuliferement pertinent; I'inven fion revendiquee ne peut 
Stre consid6r6e comme nouvelle ou comme impliquant une activit6 
inventive par rapport au document consider6 isol6meni 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut Stre consid6r6e comme impliquant une activit6 Inventive 
lorsque le document est associ6 k un ou plusieurs autres 
documents de mdme nature, cette combinaison 6tant 6vidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la mSme famille de brevets 



Date k laquelte la recherche Internationale a etd effectivement achev^e 



14 novembre 2000 



Date d'expddition du present rapport de recherche Internationale 



0 1. 02. 01 



Nom et adresse postale de I'ad ministration chargSe de la recherche intemationale 

Office Europ6en des Brevets, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autoris6 



CUPIDO, M 



Formulaire PCT/lSA/210 (deuxidme feullle) Quillet 1992) 
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RAPPORT DE 



HERCHE INTERNATIONALE 



4 



lemande Internationale No 

PCT/FR 00/01513 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Catdgorfe • Identification des documents cit6s, avec,le cas 6ch6ant« I'Indicatlondes passages pertinents 



no. des revendications vis6es 



SHALLY M ET AL: "THE E6 VARIANT PROTEINS 
E6I-E6IV OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS 16: 
EXPRESSION IN CELL FREE SYSTEMS AND 
BACTERIA AND STUDY OF THEIR INTERACTION 
WITH P53" 

VIRUS RESEARCH, N L.AMSTERDAM, 

vol. 42, 1996, pages 81-96, XPO0O198411 

ISSN: 0168-1702 

page 85, colonne de gauche, dernier alinea 

EP 0 523 391 A (BEHRINGWERKE AG) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Rtemational application No. 

PCT/FROO/01513 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
the description: 

pages 1-24 

pages 

pages 



, as originally filed 
filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-22 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/2-2/2 



, as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 
pages 



1-8 



, as originally filed 

filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authorit>' in the following language which is' 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

CD the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55 2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



contained in the international application in written form. 

□ 

filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 

□ 



the drawings, sheets/fig . 



5 rn This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 
and 70. J 7/ 

' Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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fl ^HTTntemational application No. 
ELIMINARY EXAMINATION REPORT ^ PCT/FR 00/01513 



I. Basis of the report 

1 . This r^rt has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,): 

Reference is made to the following documents: 

Dl: EP 0 451 550 A 
D2: WO 98 23635 A. 

This report is also established on the basis of pages 1 
to 8 of the list of sequences (SEQ ID NOS : 1-18) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



4 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



fitemational application No. 

PCT/FROO/01513 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 



I [ the entire international application. 



claims Nos. 



6-13 and 22. 1-4 and 14-21 



because: 



□ 



□ 



the said international application, or the said claims Nos. 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



the claims, or said claims Nos. 



by the description that no meaningful opinion could be formed. 
Hxl no international search report has been established for said claims Nos. 



. are so inadequately supported 



1-4 and 14-21 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be c£irried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



I I the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

I [ the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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IV. Lack of unity of invention 



I . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 

I I restricted the claims. 

I I paid additional fees. 

I I paid additional fees under protest. 

I I neither restricted nor paid additional fees. 

rr7| This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 , 

2- 1/^ not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I I complied with. 

I I not complied with for the following reasons: 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



all parts. 

I I the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: IV 



Claims 1 to 14 relate to polyepi topic fragments contained 
in domain 15-44 of the HPV16 E6 protein, whereas Claim 21 
relates to single epitopes identified in this region. 
Clearly, these two types of '""peptides" have different 
structures and properties (advantages) . Moreover, a 
fragment as claimed in Claim 1 or an epitope as claimed 
in Claim 21 are already described in Dl and D2 , 
respectively (see Box V-1) . Therefore, there is no novel 
and inventive technical feature linking the two groups of 
peptides and even within each group, each peptide 
corresponds to an independent invention. 

It appears that the present application does not meet the 
requirements of unity of invention of PCT Rule 13. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



2, 5, 16, 18 



1, 3-4, 14-15, 17, 19- 
21 



1-5, 14-21 



1-5, 14-21 



YES 
NO 

YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

(1) Novelty 



Dl identifies seroreactive epitopes of human papilloma 
virus strain 16 (HPV16), in particular in protein E6 . This 
is achieved by cloning random fragments of the viral 
genome in an expression vector and subjecting them to an 
immunological test. Peptides containing such epitopes are 
suitable for vaccines (Claim 9) or diagnostic kits (Claims 
10 and 12) optionally containing antibodies specific to 
said peptides (Claim 11) . Two peptides from the HPV16 E6 
protein are proven to be immunogenic: peptide 670 consists 
of 26 residues and contains domain 1-21 of E6; peptide 676 
corresponds to the fragment of 31 amino acids delimited by 
amino acids in positions 7 and 37 of the peptide sequence 
of the HPV16 E6 protein (Table 2; Claim 2). Peptides 
containing a plurality of the identified seroreactive 
epitopes are also claimed (Claim 8) . 

Peptide 676 of Dl is considered to anticipate the novelty 
of Claims 1, 3-4, 14-15, 17 and 19-20 (see also Box VIII-1 
to 3) . 

The term ^'around" used in Claim 1 includes a fragment of 
31 aa . 
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Owing to its sequence, this peptide must contain the 5 
following epitopes: 15-22, 18-26, 19-26, 21-30 and 24-33 
These epitopes give said peptide the inherent and 
intrinsic property of binding stably to the 6 following 
HLA molecules: types B7, B35, A2 , B51, A29 and B44 . 



D2 identifies peptides which are coded by the HPV genome 
and are capable of binding with class I major 
histocompatibility complex (MHC) molecules. In particular, 
a peptide with 9 residues corresponding to fragment 33-41 
of HPV16 strain protein E6 is combined with type All HLA 
molecules (Claim 12) . This peptide, which is capable of 
activating human immune system T cells, is suitable for 
producing pharmaceutical compositions (Claims 16-18) for 
prophylaxis or the therapeutic treatment of diseases 
associated with HPV, for example cervical cancer (page 1, 
lines 3 -7) . 



The peptide identified in D2 corresponds exactly to one of 
the epitopes mentioned in Claim 21. Therefore, the subject 
matter of Claim 21 is not novel. 



For the above-mentioned reasons. Claims 1, 3-4, 14-15, 17 
and 19-21 do not meet the requirements of PCT Article 
33(2) . 



Claims 2 (relating to the size of the fragment) and 18 
(concerning a lipopeptide derivative) , as well as Claims 5 
and 18 relating to a specific polyepitopic fragment of SEQ 
ID NO: 4 and the corresponding coding sequence (SEQ ID 
N0:3), meet the requirements of PCT Article 33(2). 

(2 ) Inventive step : 

However, they do not meet the requirements of PCT Article 
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33 (3) : 



The subject matter of Claims 2 and 18 does not involve any- 
inventive step in relation to the content of Dl . 



The technical problem that the invention according to 
Claims 5 and 18 aims to solve, as in Dl, which is 
considered to be the closest prior art, is that of 
providing a different polyepitopic fragment from the HPV16 
E6 protein. 



The solution described in the present application is 
peptide 15-44 (SEQ ID NO: 4) which contains 9 epitopes 
capable of binding to 8 different types of HLA molecules. 



However, this is not considered to be a significant 
contribution. Since Dl and D2 disclose that regions 7-37 
and 33-41 of the HPV16 E6 protein have immunological 
properties, a person skilled in the art would have 
analysed this region in detail. Aware of the benefits of a 
fragment with a maximum number of epitopes interacting 
with a maximum diversity of HLA molecules, said person 
would have had a reasonable chance of successfully 
obtaining the claimed fragment, or a similar one. 
Therefore, even claims restricted to this specific 
fragment do not appear to involve an inventive step. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirement of PCT Rule 5.1(a) (ii) , the 
relevant prior art disclosed in documents Dl and D2 has 
not been indicated in the description, nor have these 
documents been cited. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, arc made: 



(1) The peptides of Claims 1-4 and 14 are defined by means 
of: 

- their size, 

- the number of epitopes present, 

- the number and type of HLA molecules contacted by said 
epitopes . 

The last two immunological parameters are considered to be 
unusual and do not define the peptides in question clearly 
and unambiguously. 

The peptides of the prior art may inherently have these 
properties without ever having been tested (see also Box 
V-1) . Moreover, a person skilled in the art would have to 
carry out many experiments to identify the peptide 
fragments of a tested strain covered by the scope of this 
type of claim (PCT Article 5) . Finally, said peptides are 
defined in terms of desired properties (^^so that": 
desideratum) and not in terms of the essential technical 
features (PCT Article 6) . 

The only clear and unambiguous definition of a peptide is 
the amino acid sequence thereof, as written in Claim 5. 

(2) It should be noted that the identification of an 
epitope in a peptide fragment or the indication of the 
type of HLA molecule involved in the interaction with said 
epitope are considered to be inherent properties of said 
peptide . 

(3) The term "around'', which is used in Claims 1 and 3, is 
considered to be vague and leads to doubt as to the actual 
scope of the invention for which protection is sought (see 
also Box V-1) . 
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(4) It should be noted that any feature introduced by, or 
including the expression '"particularly" (Claims 1, 3, 14 
and 19), "optionally" (Claim 18), "'where appropriate" 
(Claims 18 and 19) or "'such as" (Claim 19) is not taken 
into account for the definition of the scope of the 
invention . 
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IN VACCINES 

(54) Titre: FRAGMENT PROTEIQUES POLYEPITOPIQUES DES PROTEINES E6 ET E7 DE HPV, LEUR OBTENTION ET 
LEURS UTILISATIONS NOTAMMENT EN VACCINATION 

(57) Abstract: The invention relates to the use of polyepitopic fragments of a determined protein in the production of medicaments 
fT) for preventing or treating pathologies in which said protein is recognized by the cellular immune system. Said fragments are chosen 
from E6 and E7 HPV proteins. The invention also relates to polyepitopic proteinic fragments of E6 and E7 HPV proteins, a method 
for the production and the use thereof in the field of vaccination. 

(57) Abreg^: La presente invention a pour objet TutiUsation de fragments poly^pitopiques d'une proteine d^terminee pour la pre- 
paration de medicaments destines a la prevendon ou au traitement de pathologies dans lesquelles ladite proteine est recormue par le 
^5 syst^me immunitaire cellulaire, lesdits fragments poly^pitopiques etant choisis parmi ceux des proteines E6 et E7 de HPV. L'inven- 
tion a egalement pour objet des fragments proteiques poly^pitopiques des proteines E6 et E7 de HPV, leur proc^^ d*obtention, et 
leurs utUisations, notamment dans le domaine de la vaccination. 
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FRAGMENTS PROTEIQUES POLYEPITOPIQUES DES PROTEINES E6 ET 
E7 DE HPV, LEUR OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS NOTAMMENT 
EN VACCINATION 

5 

La presente invention a pour objet des fragments proteiques polyepitopiques, tels 
que ceux des proteines E6 et E7 des papillomavirus humains, ou de la proteine p53 
humaine, leur procede d*obtention, et leurs utilisations, notamment dans le domaine de 
la vaccination therapeutique ou preventive. 

10 L'invention a plus particulierement pour objet Tutilisation de fragments 

polyepitopiques d'une proteine determinee pour la preparation de medicaments destines 
a la prevention ou au traitement de pathologies dans lesquelles ladite proteine est 
reconnue par le systeme immimitaire cellulaire. 

Avantageusement, lesdits fragments polyepitopiques sont tels que leur acide 

15 amine N-terminal correspond a Tacide amine N-temiinal de Tepitope situe en amont 

d*un ou plusieurs autres epitopes d*une region polyepitopique de ladite proteine, et leur 
acide amine C-terminal correspond a Tacide amine C-terminal de Tepitope situe en aval 
du ou des epitopes susmentionnes de ladite region polyepitopique. 

Ainsi, les fragments proteiques polyepitopiques susmentionnes de la presente 

20 invention correspondent avantageusement aux regions polyepitopiques d'une proteine 

determinee, a savoir aux regions contenant plusiexu*s epitopes reconnus par les cellules 
T en association avec les differentes molecules du complexe majeur d'histocompatibilite 
(CMH), lesdites regions etant selectionnees parmi celles ayant la caracteristique d'etre 
degradees in vitro en peptides plus courts par des proteasomes, tel que le proteasome 

25 20S, lorsque le fragment proteique teste est mis en presence dudit proteasome, 

notamment selon la methode detaillee suivante. Le fragment proteique (environ 75 ^ig 
lorsqu'il s'agit d*xm polypeptide d'environ 30 acides amines) est incube a 37°C avec 
environ IS^ig de proteasome 20S (Calbiochem Ref 539150, La JoUa, CA, USA) dans 
500 \i\ du tampon suivant : 20 mM Tris-HCl pH8, 0,5 mM EDTA. Des aliquots de 50 ^il 

30 sont preleves apres des temps d*incubation de 24 et 48 heures, et sont analyses par 

chromatographic liquide haute pression (HPLC). Les produits de digestion des 
proteasomes sont separes par RP-HPLC (Perkin Elmer) en utilisant une colonne CIS et 
un gradient acetonitrile (de 0 a 100 % contenant 0,1 % d* acide trifluoroacetique, en 90 
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mn, taux d'elution 0,8 ml/mn). Les produits de clivage sont detectes a 214 nm par un 
detecteur a absorption (759A, Applied Biosystems). 

Avantageusement les regions polyepitopiques definies ci-dessus possedent la 
caracteristique de contenir des acides amines hydrophobes. 
5 Les differents epitopes de la region polyepitopique de la proteine determinee, et 

delimitant les fragments proteiques polyepitopiques, sont avantageusement selectionnes 
parmi les peptides ; 

- se liant a une molecule determinee du CMH, notamment a une molecule de type 
HLA determine, et ce jusqu'a des concentrations d*environ 10'^ M a environ 10'^^ M en 

10 peptide pour des concentrations d' environ 10"^ M en molecule HLA, notamment dans 

les conditions decrites ci-apres, 

- et formant un complexe stable avec cette molecule du CMH, a savoir notamment 
un complexe dans lequel ledit peptide reste lie a ladite molecule pendant au moins 
environ 3 heures a 37°C. 

15 A titre d'illustration, les epitopes susmentionnes de I'invention sont selectionnes 

parmi les peptides susceptibles : 

- d'lme part de s*associer avec les molecules du CMH, notamment par mise en 
oeuvre de la methode suivante : 

. incubation (notamment pendant environ 2 heures a 25 °C, puis environ 15 
20 heures a 4°C) du peptide en presence de molecules du CMH, provenant de la lyse de 

cellules himiaines ou animales, ou purifiees notamment par chromatographie d'affinite a 
partir de lignees cellulaires humaines ou animales, 

. piegeage des complexes formes lors de Tetape precedente sur un support 
solide recouvert d*un premier anticorps, notamment monoclonal, reconnaissant 
25 specifiquement les molecules du CMH dans leur conformation dependant e de leur 

liaison audit peptide, 

. addition sur le support solide precedent d'un deuxieme anticorps marque, 
notamment par couplage a un marqueur radioactif, enzymatique ou fluorescent, ledit 
anticorps marque reconnaissant specifiquement soit les chaines lourdes du CMH dans 
30 leiu: conformation dependante de leur liaison au peptide, soit la chaine legere du CMH 

ou la p2-microglobuline se hant specifiquement aux difFerentes chaines lourdes du 
CMH dans leur conformation susmentionnee. 
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. detection, apres rin9age du support solide, de Teventuelle presence du 
deuxieme anticorps marque reste fixe sur le support solide, temoignant d'un effet 
d'association entre les molecules du CMH et le peptide etudie, 

- et, d*autre part, de former un complexe avec lesdites molecules du CMH, dont la 
stabilite peut etre evaluee par mise en ceuvre d'une methode de suivi dans le temps de la 
liaison etablie entre le peptide et les molecules du CMH, cette methode etant 
avantageusement effectuee selon un protocole identique a la methode precedente, mais 
dans laquelle I'etape d'incubation du peptide en presence des molecules du CMH sur le 
support solide recouvert dudit premier anticorps, est precedee par une etape prealable 
d'elimination du peptide libre susceptible d'etre present dans le milieu reactionnel, 
notamment par lavage du support solide, ladite etape d'incubation etant effectuee 
(avantageusement a une temperature de 37°C) pendant des temps variables de Ih, 3h, 
5h, 24h et 48h. 

Comme mentionne ci-dessus, les epitopes de Tinvention doivent etre reconnus par 
les cellules T en association avec les molecules du CMH et s'associer a ces demieres, 
notamment dans le cadre de la mise en ceuvre du test de reconnaissance decrit ci-dessus. 
Cette association peut etre faible (detectable a des concentrations en analogues 
peptidiques de Tordre de lO-^* a 10*5 M), intermediaire (detectable a des concentrations 
en analogues peptidiques de I'ordre de 10-6 ^ iq-7 j^)^ fo^e (detectable a des 
concentrations en analogues peptidiques de Tordre de 10'^ a 10"^ M). Les peptides 
associes aux molecules du CMH dans le cadre de la presente invention sont de 
preference susceptibles de se lier pendant au moins environ 3 heures auxdites molecules 
duGMH. 

L'invention a plus particulierement pour objet les epitopes (encore designes 
peptides ci-dessus et ci-apres) tels que decrits ci-dessus et caracterises en ce qu'ils sont 
selectionnes parmi cexix susceptibles : 

d'induire in vitro la cytolyse par des lymphocytes T cytotoxiques, de cellules 
cibles presentant a leur surface le peptide susmentionne associe aux molecules du CMH, 
lesdits lymphocytes T cytotoxiques etant avantageusement preleves sur un patient 
atteint d'une pathologic dans laquelle est implique le peptide etudie, 

et d'induire in vitro la secretion de cytokines (ou interleukines) par les 
lymphocytes T cytotoxiques susmentionnes, notamment IL-2, IL-4 ou Tinterferon y. 



4 



Le cas echeant, les epitopes susmentionnes sont choisis parmi ceux capables 
d'induire in vitro rapparition et la croissance de lymphocytes T cytotoxiques a partir de 
cellules humaines ou animales, notamment a partir de cellules mononucleees issues du 
sang peripherique (PBMC), en presence de facteurs necessaires a la croissance et la 
5 differenciation des cellules T cytotoxiques. 

Les fragments proteiques polyepitopiques de I'invention sont davantage 
caracterises en ce qu^ls sont susceptibles de contenir des epitopes CD4 reconnus par les 
cellules T auxiliaires en association avec les molecules du CMH de classe II, cette 
propriete favorisant Tinduction et le maintien des cellules T CDS"" reconnaissant les 

10 epitopes compris dans lesdits fragments. 

La presente invention est illustree a Taide des figures 1 et 2 representant 
respectivement les sequences peptidiques de la proteine E6 et E7 de la souche 16 des 
papillomavirus humains (HPV 16), ainsi que les fragments polyepitopiques de 
rinvention, et les epitopes au sein de ces fragments. 

1^ L'invention a plus particulierement pour objet les fragments polyepitopiques de la 

proteine E6 ou E7 d'HPV, et plus particulierement ceux de la proteine E6 representee 
sur la figure 1, ou par SEQ ID NO : 2, ou de la proteine E7, representee sur la figure 2, 
ou par SEQ ID NO : 11, de HPV 16, caracterises en ce quails comprennent ime sequence 
peptidique d'environ 15 a environ 30 acides amines, cette sequence peptidique 

20 contenant les sequences en acides amines d*au moins 3 epitopes differents, et de 

preference d*au moins 4 epitopes differents se liant de fa9on stable a des molecules 
HLA de type identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation 
enzymatique de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte 
qu'au moins 4 molecules HLA de differents types, et de preference au moins 5 

25 molecules HLA de differents types, se lient a ces epitopes, ces 4 ou 5 molecules HLA 

etant choisies parmi celles de type Al, A2, A3, Al 1, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, 
B44, B51,et B62. 

Avantageusement, les fragments polyepitopiques selon Tinvention sont tels que le 
nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est superieur ou egal a 17, et 
30 inferieur ou egal a 30. 

L'invention conceme plus particulierement les fragments polyepitopiques de la 
proteine E6 de HPV definis ci-dessus, caracterises en ce qu'ils comprennent une 
sequence peptidique d'environ 15 a 30 acides amines, cette sequence peptidique 
contenant les sequences en acides amines d*au moins 5 epitopes differents, et de 
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preference d'au moins 6 epitopes differents se liant de fa9on stable a des molecules 
HLA de type identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation 
enzymatique de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte 
qu'au moins 6 molecules HLA de differents types, et de preference au moins 7 
5 molecules HLA de differents types se lient a ces epitopes, ces 6 ou 7 molecules HLA 

etant choisies parmi celles de type Al, A2, A3, All, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, 
B44, etB51. 

Avantageusement, les fragments polyepitopiques de la proteine E6 selon 
rinvention, sont tels que le nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est 

10 superieur ou egal a 20 (de preference superieur ou egal a 22), et inferieur ou egal a 30. 

Avantageusement encore, les fragments polyepitopiques susmentionnes de la 
proteine E6 de HPV, sont caracterises en ce qu*ils comprennent tous un epitope se liant 
a la molecule HLA de type B35, un epitope se liant a la molecule HLA de type B44, et 
un epitope se liant a la molecule HLA de type B5 1 . 

15 ^invention a plus particulierement pour objet, le fragment polyepitopique de la 

proteine E6 de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
fragment de 30 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 15 et 
44 de la sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, et caracterise par la sequence 
peptidique SEQ ED NO : 4 suivante : 

20 ( 1 5)RPRKLPQLCTELQTTIHDIILEC VYCKQQL(44) 

ledit fragment contenant 9 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 8 
molecules HLA de types suivants : A2, All, A29, B7, B8, B35, B44, ou B51, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

- (15)RPRKLPQL(22) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 
25 . (I8)KLPQLCTEL(26) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B51, 

- (21)QLCTELQTTI(30) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTIHDI(33) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (29)TIHDIILRCV(38) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
30 - (33)IILECVYCK(41) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al 1 , 

- (35)LECVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (37)CVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8. 

L'invention conceme egalement le fragment polyepitopique de la proteine E6 de 
HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 17 
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acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 62, ou au 
fragment de 22 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 
67 de la sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant 
caracterise par la sequence peptidique SEQ ID NO : 6 suivante : 
5 (46)RREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY(67) 

ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fapon stable a I'une au moins des 10 
molecules HLA de types suivants : A2, A3, All, A24, A29, B7, B27, B35, B44, ou 
B51, lesdits epitopes etant les suivants : 

- (46)RREVYDFAFR(55) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B27, 
10 - (49)VYDFAFRDL(57) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (50)YDFAFRDL(57) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (52)FAFRDLCIV(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, B35, B51, 
ouB7, 

- (54)FRDLCIVYR(62) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A3, ou All, 
1 5 - (59)IVYRDGNPY(67) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1 . 

L'invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine E6 
de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 29 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 80 et 108 de la 
sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par 

20 la sequence peptidique SEQ ID NO : 8 suivante : 

(80)ISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLI( 1 08) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fafon stable a I'une au moins des 10 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A24, A29, B7, B18, B35, B44, ou 
B51, lesdits epitopes etant les suivants : 

25 - (80)ISEYRHYCY(88) se liant de fa(?on stable aux molecules HLA de type Al , ou B 1 8, 

- (81)SEYRHYCY(88) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (87)CYSLYGTTL(95) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (94)TLEQQYNK(101) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1 , 

- (95)LEQQYNKPL(103) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou 
30 B44, 

- (101)KPLCDLLI(108) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, B35, ou 
B51. 

L'invention a plus particulierement pour objet le fragment polyepitopique de la 
proteine E6 de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
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fragment de 22 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 118 et 
139 de la sequence peptidique de la proteine E6 de HPV, ce demier fragment etant 
caracterise par la sequence peptidique SEQ ID NO : 10 suivante : 

(1 18)CPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRW(139) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 7 
molecules HLA de types suivants : A24, B8, B18, B27, B35, B44, ou B5L lesdits 
epitopes etant les suivants : 

(1 18) CPEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B5 1 , 

(1 19) PEEKQRHL(126) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type B44, 

(127) DKKQRFHNI(135) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type B8, 

(128) KKQRFHNTR(136) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27, 

(130) QRFHNIRGRW(139) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

(131) RFHNIRGRW(139) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A24. 

L'invention conceme egalement les fragments polyepitopiques de la proteine E7 
de HPV tels que definis ci-dessus, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence 
peptidique d'environ 15 a 30 acides amines, cette sequence peptidique contenant les 
sequences en acides amines d'au moins 3 epitopes differents, et de preference d'au 
moins 4 epitopes differents se liant de fa9on stable a des molecules HLA de type 
identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique 
de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu'au moins 4 
molecules HLA de differents types, et de preference au moins 5 molecules HLA de 
differents types se lient a ces epitopes, ces 4 ou 5 molecules HLA etant choisies parmi 
celles de type Al, A2, A3, Al 1, A29, B7, B18, B35, B44, et B62. 

Avantageusement, les fragments polyepitopiques de la proteine E7 selon 
l'invention, sont tels que le nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est 
superieur ou egal a 17, et inferieur ou egal a 23. 

Avantageusement encore, les fragments polyepitopiques de la proteine E7 de 
HPV susmentionne, sont caracterises en ce qu'ils comprennent tous un epitope se liant a 
la molecule HLA de type B44. 

L'invention a plus particulierement pour objet le fragment polyepitopique de la 
proteine E7 de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
fragment de 23 acides amines delimite par les acides amines simes aux positions 3 et 25 
de la sequence peptidique de la proteine E7 de HPV, ce demier fragment etant 
caracterise par la sequence peptidique SEQ ID NO : 14 suivante : 



(3)GDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCY(25) 
ledit fragment contenant 5 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A2, B18, B35, B44, ou B62, lesdits epitopes 
etant les suivants : 

(3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 
(5)TPTLHEYML(13) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type B35, 
(11)YMLDLQPETT(20) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A2, 

(15) LQPETTDLY(23) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B62, 

(16) QPETTDLYCY(25) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al , ou B18. 

L'invention conceme egalement le fragment polyepitopique de la proteine E7 de 
HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu*il correspond au fragment de 17 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 44 et 60 de la 
sequence peptidique de la proteine E7 de PIPV, ce dernier fragment etant caracterise par 
la sequence peptidique SEQ ID NO : 16 suivante : 

(44)QAEPDRAHYNIVTFCCK(60) 
ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A29, B7, B18, B35, ou B44, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

(44) QAEPDRAHY(52) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type Al, ou B18, 

(45) AEPDRAHY(52) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

(46) EPDRAHYNIV(55) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 
(53)NIVTFCCK(60) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1. 

L'invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine E7 
de HPV tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 19 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 79 et 97 de la 
sequence peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par 
la sequence peptidique SEQ ID NO : 18 suivante : 

(79)LEDLLMGTLGIVCPICSQK(97) 
ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 5 
molecules HLA de types suivants : A2, A3, Al 1, A29, ou B44, lesdits epitopes etant les 
suivants : 

(79)LEDLLMGTL(87) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 
(82)LLMGTLGIV(90) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
(86)TLGIVCPI(93) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
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- (89)IVCPICSQK(97) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al L 

L'invention a egalement pour objet les fragments polyepitopiques de la proteine 
p53 humaine caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence peptidique d'environ 
20 a environ 35 acides amines, cette demiere contenant les sequences en acides amines 
5 d'au moins 3 epitopes differents se liant de fafon stable a des molecules HLA de type 

identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique 
de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu*au moins 3 
molecules HLA de differents types soient reconnues par lesdits epitopes et se lient a ces 
demiers, ces 3 molecules HLA etant choisies parmi celles de type Al, A2, A3, A24, B7, 

10 B8, B27, B35, B44, et B62. 

L'invention conceme egalement les fragments polyepitopiques de la proteine p53 
humaine susmentionnes, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence peptidique 
d'environ 20 a environ 35 acides amines, cette demiere contenant les sequences en 
acides amines d*au moins 5 epitopes differents, et de preference d'au moins 6 epitopes 

1 5 differents se liant a des molecules HLA de type identique ou different, de sorte qu'au 

moins 3 molecules HLA de differents types, et de preference au moins 4 molecules 
HLA de differents types soient reconnues par lesdits epitopes et se lient a ces demiers, 
ces 3 ou 4 molecules HLA etant choisies parmi celles de type A2, A24, B27, B35, B44, 
et B62. 

20 L'invention a plus particulierement pour objet le fragment polyepitopique de la 

proteine p53 humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au 
fragment de 32 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 106 et 
137 de la sequence peptidique de la proteine p53, ou au fragment de 36 acides amines 
delimite par les acides amines aux positions 102 et 137 de ladite sequence peptidique, 

25 ce dernier fragment etant caracterise par la sequence peptidique suivante: 

( 1 02)TYQGSYGFIU.GFLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQL(1 37) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fa9on stable a Time au moins des 4 
molecules HLA de types suivants : A2, A24, B35, ou B62, lesdits epitopes etant les 
suivants : 

30 - (102)TYQGSYGFRL(1 1 1) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (105)GSYGFRLGFL(1 14) se Uant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35, 

- (106)SYGFRLGFL(1 14) se liant de fagon stable aux molecules HLA de type A24, 

- (1 18)TAKSVTCTY(126) se hant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (125)TYSPALNKMF(134) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 
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- (129)ALNKMFCQL(137) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B35. 

L'invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine p53 
humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 21 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 149 et 169 de la 
sequence peptidique de la proteine p53, et caracterise par la sequence peptidique 
suivante: 

( 1 49)STPPPGTRVRAMAIYKQSQHM(1 69) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fapon stable a I'une au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : A2, A3, A24, B27, B35, ou B62, lesdits epitopes 
etant les suivants : 

- (149)STPPPGTRV(157) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (152)PPGTRVRAM(160) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type B35, 

- (155)TRVRAMAIYK(164) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (156)RVRAMAIY(163) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (156)RVRAMAIYK(164) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, 

- (162)rYKQSQHM(169) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24. 

L'invention conceme egalement le fragment polyepitopique de la proteine p53 
humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 26 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 187 et 212 de la 
sequence peptidique de la proteine p53, ou au fragment de 34 acides amines delimite 
par les acides amines situes aux positions 187 et 220 de ladite sequence peptidique, ce 
dernier fragment etant caracterise par la sequence peptidique suivante: 

( 1 87)GLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHS WVP Y(220) 
ledit fragment contenant 1 1 epitopes se liant de fa9on stable a I'une au moins des 7 
molecules HLA de types suivants : Al, A2, A24, B7, B8, B27, ou B44, lesdits epitopes 
etant les suivants : 

- (187)GLAPPQHLrRV(197) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (189)APPQHLIRV(197) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, 

- (195)IRVEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (196)RVEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (197)VEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (201)LRVEYLDDR(209) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (203)VEYLDDRNTF(212) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (204)EYLDDRNTF(212) se Uant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 



wo 00/75336 



11 



PCT/FROO/01513 



- (210)NTFRHSVW(218) se liant de fa<?on stable aux molecules HLA de type B8, 

- (21 1)TFRHSVW(218) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (212)FRHSVVVPY(220) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B27. 

L*invention a egalement pour objet le fragment polyepitopique de la proteine p53 
5 humaine tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 18 

acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 226 et 243 de la 
sequence peptidique de la proteine p53, et caracterise par la sequence peptidique 
suivante: 

(226)GSDCTTIHYNYMCNSSCM(243) 
10 ledit fragment contenant 3 epitopes se liant de fafon stable a I'une au moins des 3 

molecules HLA de types suivants : Al, A24, ou B44, lesdits epitopes etant les suivants : 

- (226)GSDCTTIHY(234) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al, 

- (227)SDCTTfflYNY(236) se liant de facpon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (235)NYMCNSSCM(243) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24. 

15 L'invention conceme egalement le fragment polyepitopique de la proteine p53 

hxmiaine tel que defmi ci-dessus, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 25 
acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 249 et 273 de la 
sequence peptidique de la proteine p53, ou au fragment de 26 acides amines delimite 
par les acides amines situes aux positions 248 et 273 de ladite sequence peptidique, ou 

20 au fragment de 33 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 248 

et 280 de ladite sequence peptidique, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique suivante: 

(248)RRPILTnTLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGR(280) 
ledit fragment contenant 8 epitopes se liant de fafon stable a Tune au moins des 6 

25 molecules HLA de types suivants : A2, B7, B27, B35, B44, ou B62, lesdits epitopes 

etant les suivants : 

- (248)RRPILTnTL(257) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (249)RPILTnTL(257) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35 et B7, 

- (255)ITLEDSSGN(263) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 
30 - (257)LEDSSGNLL(265) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (263)NLLGRNSF(270) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (264)LLGRNSFEV(272) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (266)GRNSFEVR(273) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (272)VRVCACPGR(280) se Uant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27. 
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L'mvention conceme egalement les sequences peptidiques derivees des fragments 
polyepitopiques susmentionnes de la proteine E6 ou E7, ou de la proteine p53, 
notamment ; 

- par substitution, et/ou suppression, et/ou addition d'un ou plusieurs acides 
amines, des fragments susmentiormes, et/ou 

- par modification d'au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine 
peptidique des fragments susmentionnes, notamment par introduction d'une liaison du 
type retro, ou r6tro-in verso, et/ou 

- par substitution d'au moins un acide amine de la chaine peptidique de la 
sequence ou du fragment susmentionnes, par un acide amine non proteinogenique, 

lesdites sequences derivees contenant des peptides ou pseudopeptides se liant 
specifiquement a la ou aux memes molecules du CMH que celles se liant aux peptides 
contenus dans les fragments polyepitopiques susmentionnes dont elles derivent. 

Par sequence derivee par introduction d'une liaison retro-inverso, il faut 
entendre tout analogue peptidique d'un fragment susmentionne, ledit analogue etant 
constitue d'une chaine peptidique dans laqueUe I'un au moins des residus d'une part 
est lie a au moins un residu voisin par une liaison -NH-CO-, et d' autre part, est de 
chiralite oppos6e k celle de ce meme residu aminoacyle dans la chaine peptidique du 
peptide parent (a savoir du fragment susmentionn6 dont elle derive). 

Par sequence ddrivee par introduction d'une liaison retro, il faut entendre tout 
analogue peptidique d'un fragment susmentionne, ledit analogue etant constitue d'une 
chaine peptidique dans laquelle I'un au moms des residus, est lie a au moins un r6sidu 
voisin par une liaison -NH-CO-, la chiralite de la totalite des residus aminoacyles 
impliques dans au moins une liaison -NH-CO- etant conservee par rapport aux residus 
correspondant de la chaine peptidique du peptide parent. 

II va de soi que les liaisons -CO-NH- et -NH-CO- doivent etre prises en compte 
dans ce qui precede, dans le sens de la chaine peptidique parente allant de I'extremite 
aminotenninale (N-terminale) vers l'exfr6mite carboxyterminale (C-terminale). 

Par "acide amine prot6inogenique", on entend, dans ce qui precede, tout acide 
amin6 entrant dans la constitution d'une prot6ine ou d'un peptide naturel. 

Par "acide amin6 non proteinogenique", on entend par opposition a la definition 
precedente, tout acide amine n'entrant pas dans la constitution d'une proteine ou d'un 
peptide naturel. On entend plus particulierement par "acide amin6 non 
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10 



15 



20 



proteinogenique", tout acide amin^ dont le carbone portant la chaine laterale R, a 
savoir le groupe -CHR-, situe entre -CO- et -NH- dans la chaine peptidique naturelle, 
est remplace par un motif n' entrant pas dans la constitution d'une proteine ou d'un 
peptide natural. 

L' invention a plus particulierement pour objet les sequences derivees telles que 
decrites ci-dessus, caracterises en ce que Tune au moins des liaisons peptidiques -CO- 
NH- de la chaine peptidique du peptide parent est remplacee par une liaison differente 
de la liaison -CO-NH-, ladite liaison differente etant notamment choisie parmi les 
suivantes : 



25 



-CH2-NH- 

-CH2-CH2- 

-CO-CH2- 

-CH2-O- 

-CHOH-CH2- 

-CHOH-CHOH- 

-CH = CH- 

-CHCN-NH- 

-S-CH2- 

-CH2-S- 

-CS-NH- 
-PO2-NH- 

-CHOH- 
-NH-CO-NH- 

-CH CH- 

\ / 

o 



(methylene amino) ; 
(carba) ; 

(cetomethylene) ; 

(methylene-oxy) ; 

(hydroxyethylene) ; 

(di-hydroxyethylene) ; 
(E ou Z olefine) ; 
(cyanomethylene amino) ; 
(thiomethylene) ; 

(methylene thio) ; 

(thioamide) ; 
(phosphonamide) ; 

(hydroxymethylene) ; 
(uree) ; 

(oxirane) ; 



30 



-C N- 

// \ 
N 

\ ^ 
N 

•CH2-CO-NH- 
-CHOH-CH2-NH- 



(tetrazole) ; 



([3-homologation) ; 
(hydroxyethylene amino) ; 
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-CO-NH-NH- (hydrazino). 

L'invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant pour un 
fragment polyepitopique de la proteine E6 ou E7, ou pour une sequence peptidique 
derivee, tels que definis ci-dessus, lesdites sequences nucleotidiques etant issues de la 
sequence SEQ ID NO : 1 codant pour la proteine E6, ou de la sequence SEQ ID NO : 
1 1 codant pour la proteine E7. 

A ce titre, Tinvention a plus particulierement pour objet les sequences 
nucleotidiques definies ci-dessus, choisies parmi les suivantes: 

- la sequence SEQ ED NO : 3, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 4 
susmentionne de la proteine E6, 

- la sequence SEQ ID NO : 5, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 6 
susmentionne de la proteine E6, 

- la sequence SEQ ED NO : 7, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 8 
susmentionne de la proteine E6, 

- la sequence SEQ ID NO : 9, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 10 
susmentionne de la proteine E6, 

- la sequence SEQ ED NO : 13, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 14 
susmentioime de la proteine E7, 

- la sequence SEQ ID NO : 15, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 16 
susmentionne de la proteine E7, 

- la sequence SEQ ED NO : 17, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 18 
susmentionne de la proteine E7. 

L'invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant pour un 
fragment polyepitopique de la proteine p53, ou pour une sequence peptidique derivee, 
tels que definis ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet tout vecteur, notamment plasmide, cosmide ou 
phage, contenant au moins ime sequence nucleotidique susmentionnee placee sous le 
controle des elements necessaires a la transcription de ladite sequence, notamment sous 
le controle d'xm promoteur et d'un terminateur de transcription. 

L'invention conceme egalement les cellules botes, notamment bacteries, vims, 
levures, cellules eucaryotes, transformees a Taide d'xm vecteur susmentionne selon 
rinvention, de maniere a integrer de fafon stable dans leur genome ou a maintenir de 
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maniere stable dans leur cytoplasme, au mo ins une sequence nucleotidique selon 
r invention. 

L' invention concerne egalement tout vecteur comprenant un ou plusieurs 
fragments polyepitopiques et/ou une ou plusieurs sequences peptidiques derivees tels 
5 que defmis ci-dessus, ou tout vecteur comprenant une ou plusieurs sequences 

nucleotidiques susmentionnees, lesdits vecteurs 6tant choisis parmi ceux capables 
d' assurer une protection desdits fragments ou sequences nucleotidiques dans 
I'organisme et/ou leur penetration dans les cellules de Torganisme. 

Dans le cas de 1' utilisation de fragments polyepitopiques et/ou de sequences 
10 peptidiques derivees susmentionnes, de tels vecteurs sont choisis parmi les acides gras 

(dans le cadre de la preparation de lipopeptides), les liposomes etc. 

A ce titre, T invention a plus particulierement pour objet tout lipopeptide 
caracterise en ce qu'il comprend: 

- une partie peptidique comprenant tm ou plusieurs fragments proteiques 
15 polyepitopiques choisis parmi ceux definis ci-dessus, ou toute sequence peptidique 

derivee desdits fragments telle que definie ci-dessus, 

- et une ou plusieurs parties lipophiles, avantageusement choisies parmi celles 
comprenant : 

* une chaine hydrocarbonee en C4 a C20, saturee ou insaturee, lineaire ou 
20 ramifiee, 

* ou tm groupe steroide, le cas echeant lie a la chaine hydrocarbonee 
susmentiormee, 

lesdites parties lipophiles etant eventuellement associees a un court peptide 
vecteur (pour former ainsi des motifs lipopeptidiques vecteurs) comportant une ou 
25 plusieurs fonctions ionisees a pH physiologique, et ime fonction permettant la fixation 

covalente de ladite chaine hydrocarbonee et/ou dudit groupe steroide. 

Par partie lipophile, dans ce qui precede et ce qui suit, on entend toute molecule 
lipophile, insoluble dans I'eau, permettant, lorsqu*elle est liee a la partie peptidique 
definie ci-dessus, un passage intracellulaire passif du lipopeptide obtenu, grace aux 
30 proprietes hydrophobes de ladite molecule. Avantageusement le lipopeptide resultant de 

la haison de la partie lipophile a la partie peptidique, est soluble dans Teau. 

De preference, la chaine hydrocarbonee des parties lipophiles, est choisie parmi 
celles de : 
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- Tacide palmitique, 

- Tacide oleique, 

- Tacide linoleique, 

- Tacide linoienique. 

De preference egalement, le groupe steroYde de la ou des parties lipophiles, est 
choisi parmi les derives du cholesterol tel que I'acide cholest-5-eiiyl-3-oxy acetique, ou 
I'acide cholest-5-enyl-3-oxycarbonique. 

L'invention a plus particulierement pour objet tout lipopeptide tel que decrit ci- 
dessus, caracterise en ce que la ou les parties lipophiles sont liees de fafon covalente a 
un ou plusieurs acides amines de la partie peptidique. 

Avantageusement, la ou les parties lipophiles sont liees de fa^on covalente a la 
fonction aNH2 ou £NR2 d'xme lysine situee en position N-terminale ou C-terminale de 
la partie peptidique, ou a la fonction thiol d'une cysteine, ou a toute fonction amino, 
alcool ou thiol eventuellement ajoutee au peptide avec un espaceur simple. 

A ce titre, I'invention a plus particulierement pour objet tout lipopeptide tel que 
defini ci-dessus, dans lequel la ou les parties lipophiles sont representees par un groupe 

N^-acetyl-Lysine N^(palmitoyl) (encore designe par Tabreviation Ac-K(Pam)). 

La presente invention a egalement pour objet, des micelles ou micro-agregats d'un 
ou plusieurs lipopeptides differents definis ci-dessus. 

Avantageusement, lesdits micelles ou micro-agregats ont ime taille inferieure a 
environ l^m. 

De preference, les micelles ou micro-agregats selon I'invention, sont tels 
qu'obtenus par dispersion desdits lipopeptides dans une solution d'acide acetique 
concentree a environ 80%, ou tout autre solvant capable d*assurer une dispersion 
moleculaire des lipopeptides en solution. 

Dans le cas de Tutilisation de sequences nucleotidiques definies ci-dessus selon 
rinvention, les vecteurs susmentionnes sont choisis parmi les vims, notamment les 
retrovirus, les adenovims et les virus associes (AAV Adeno Associated Vims). 

proteiques polyepitopiques ou les epitopes ou leurs sequences peptidiques derivees (ou 
analogues) tels que definis ci-dessus, lesdits anticorps etant tels qu'obtenus par 
immunisation d'un animal avec au moins un des complexes susmentioimes, lesdits 
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anticorps etant susceptibles de former nn complexe avec ces fragments polyepitopiques 
ou ces epitopes ou leurs analogues. 

Les anticorps selon I'invention sont des anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux susmentionnes sont obtenus par immunisation d'un 
5 animal avec au moins un fragment proteique polyepitopique ou un epitope ou un 

analogue selon I'invention, suivie de la recuperation des anticorps recherches sous 
forme purifiee, par prelevement du serum dudit animal, et separation desdits anticorps 
des autres constituants du serum, notamment par chromatographic d'affinite sur une 
colonne sur laquelle est fixee un antigene specifiquement reconnu par les anticorps, 
10 notamment un fragment proteique polyepitopique ou un epitope ou un analogue selon 

I'invention. 

Les anticorps monoclonaux selon I'invention peuvent etre obtenus par la technique 
des hybridomes dont le principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, general ement une souris, (ou des 

15 cellules en culture dans le cadre d'immunisations in vitro) avec un fragment proteique 

polyepitopique ou im epitope ou un analogue selon Tinvention, contre lesquels les 
lymphocytes B de Taiiimal sont alors capables de produire des anticorps. Ces 
lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite fusionnes avec des cellules 
myelomateuses "immortelles" (notamment murines) pour donner lieu a des hybridomes. 

20 A partir du melange heterogene des cellules ainsi obtenu, on effectue alors une selection 

des cellules capables de produire un anticorps particulier et de se multiplier 
indefiniment. Chaque hybridome est multiplie sous la forme de clones, chacim 
conduisant a la production d*un anticorps monoclonal dont les proprietes de 
reconnaissance vis-a-vis du fragment proteique polyepitopique ou epitope ou analogue 

25 de I'invention pourront etre testees par exemple en ELISA, par immunotransfert en une 

ou deux dimensions, en immunofluorescence, ou a I'aide d'un biocapteur. Les anticorps 
monoclonaux ainsi selectionnes, sont par la sxiite purifies notamment selon la technique 
de chromatographic d'affinite decrite ci-dessus. 

L'invention conceme egalement Tutilisation d'un ou plusieurs anticorps 

30 susmentionnes pour la mise en ceuvre d'une methode de diagnostic in vitro des 

pathologies susmentionnees. 

A ce titre I'invention a egalement pour objet des trousses ou kits comprenant 
lesdits anticorps, pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic telle que definie 
ci-dessus. 
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L*invention conceme egalement les compositions pharmaceutiques, ou vaccins, 
caracterises en ce qu'ils comprennent : 
* a) 

- au moins un fragment polyepitopique de la proteine E6 ou E7 tel que defini ci- 
5 dessus, 

- et/ou au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que defmie 
ci-dessus, 

- et/ou au moins un vecteur approprie, notamment des lipopeptides et/ou micelles 
definis ci-dessus, contenant au moins im fragment polyepitopique susmentionne de la 

10 proteine E6 ou E7, et/ou au moins une sequence derivee susmentionnee de ces 

fragments, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
ledit fragment proteique polyepitopique et/ou sa sequence derivee etant le cas 
echeant associes a un ou plusieurs autres epitopes exogenes reconnus par des cellules T 
15 auxiliaires (encore designes epitopes CD4 ou T helper), lesdits epitopes etant choisis 

notamment parmi les suivants : 

. le fragment peptidique delimite par les acides amines situes aux positions 
830 et 846 de la sequence peptidique de la toxine tetanique, ledit fragment repondant a 
la formule suivante : QYIKANSKFIGITELKK, 
20 . rhemagglutinine (Prevost-Blondel et al., 1995, J. ViroL, 62, n°12, pp 8046- 

8055), 

. repitope PADRE (Alexander et al., 1994, Immunity, 1, 751). 
*oub) 

- au moins une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus, codant pour un 
25 fragment polyepitopique susmentionne de la proteine E6 ou E7, 

- et/ou au moins une sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique 
derivee de ce fragment, telle que definie ci-dessus, 

les sequences nucleotidiques susmentionnees pouvant etre utilisees nues, en tant 
que minigenes, 

30 - et/ou au moins un vecteur approprie susmentionne, choisi notamment parmi les 

vims tels que definis ci-dessus, contenant au moins une sequence nucleotidique 
susmentionnee, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
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* ou c) 

- des anticorps definis ci-dessus, diriges contre un fragment polyepitopique de la 
proteine E6 ou E7, et/ou contre une sequence peptidique derivee de ces fragments, tels 
que definis ci-dessus, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

5 Avantageusement les compositions pharmaceutiques, ou vaccins, susmentionnes, 

se presentent sous une forme administrable par vole sous-cutanee, notamment a raison 
de plusieurs injections (avantageusement 3 injections) d' environ 500 |Lig du fragment 
polyepitopique sous forme lipopeptidique, a environ un mois d'intervalle. 

L'invention a plus particulierement pour objet Tutilisation de fragments 

10 polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 definis ci-dessus, ou de sequences peptidiques 

derivees susmentionnees, ou de sequences nucleotidiques definies ci-dessus, ou 
d^anticorps susmentionnes, ou de lipopeptides definis ci-dessus, pour la preparation d'un 
medicament ou vaccin destine a la prevention ou au traitement de pathologies liees a 
I'infection d*individus par les papillomavirus humains, telles que les neoplasies 

15 cervicales intraepitheliales (CIN), le cancer invasif du col de I'uterus, les neoplasies 

vulvaires intraepitheliales (VTN). 

L*invention conceme egalement les compositions pharmaceutiques, ou vaccins, 
caracterises en ce qu'ils comprennent : 
*a) 

20 - au moins xm fragment polyepitopique de la proteine p53 tel que defini ci-dessus, 

- et/ou au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que definie 
ci-dessus, 

- et/ou au moins im vecteur approprie, notamment des lipopeptides et/ou micelles 
definis ci-dessus, contenant au moins un fragment polyepitopique susmentiorme de la 

25 proteine p53, et/ou au moins une sequence derivee susmentiormee de ces fragments, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
ledit fragment proteique polyepitopique et/ou sa sequence derivee etant le cas 
echeant associes a tm ou plusieurs autres epitopes exogenes reconnus par des cellules T 
auxiUaires (encore designes epitopes CD4 ou T helper), lesdits epitopes etant choisis 
30 notamment parmi ceux definis ci-dessus, 

* ou b) 

- au moins une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus, codant pour im 
fragment polyepitopique susmentioime de la proteine p53, 



- et/ou au moins une sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique 
derivee de ce fragment, telle que definie ci-dessus, 

les sequences nucleotidiques susmentionnees pouvant etre utilisees nues, en tant 
que minigenes, 

5 . - et/ou au moins un vecteur approprie susmentionne, choisi notamment parmi les 

virus tels que definis ci-dessus, contenant au moins une sequence nucleotidique 
susmentionnee, 

en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
* ou c) 

10 - des anticorps definis ci-dessus, diriges centre un fragment polyepitopique de la 

proteine p53, et/ou centre une sequence peptidique derivee de ces fragments, tels que 
definis ci-dessus, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 
L'invention a egalement pour objet I'utihsation : 

- d'au moins un fragment polyepitopique de la proteine p53, choisi parmi ceux 
15 definis ci-dessus, 

- et/ou d'au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que 
definie ci-dessus, 

- ou d*au moins une sequence nucleotidique, telle que definie ci-dessus, codant 
pour im fragment polyepitopique de la proteine p53, et/ou pour une sequence peptidique 

20 derivee de ce fragment, tels que definis ci-dessus, 

pour la preparation d*un medicament ou vaccin destine a la prevention ou au 
traitement des cancers, notamment les cancers du sein, du colon, du poxmion, ou de la 
vessie. 

L'invention conceme egalement les peptides ou epitopes de la proteine E6 d'HPV 
25 choisis parmi les suivants : 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B51, 

- (21)QLCTELQTTI(30) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTIHDI(33) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 

- (33)IILECVYCK(41) se hant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al 1, 

30 - (35)LECVYCKQQL(44) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 

- (37)CVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, 

- (46)RREVYDFAFR(55) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (49)VYDFAFRDL(57) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (50)YDFAFRDL(57) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
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- (52)FAFRDLCIV(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, B35, B5L 

- (54)FRDLCIVYR(62) se liant de fafon stable aux molecules HLA de t\T3e A3, Al L 

- (59)IVYRDGNPY(67) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (S1)SEYRHYCY(S8) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
5 - (87)CYSLYGTTL(95) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24; 

- (94)TLEQQYNK(101) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (95)LEQQYNKPL(103) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (101)KPLCDLLI(108) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, B35, B51, 

- (1 18)CPEEKQRHL(126) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B51, 
10 - (1 19)PEEKQRHL(126) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (127)DKKQRFHNI(135) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, 

- (128)KKQRFHNIR(136) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (130)QRFHNIRGRW(139) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (131)RFHNIRGRW(139) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24. 

15 L'invention conceme egalement les peptides ou epitopes de la proteine E7 d'HPV 

choisis parmi les suivants : 

- (3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (5)TPTLHEYML(13) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35, 

- (1 5)LQPETTDLY(23) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

20 - (16)QPETTDLYCY(25) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al, B18, 

- (45)AEPDRAHY(52) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (46)EPDRAHYNIV(55) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 

- (53)NIVTFCCK(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (79)LEDLLMGTL(87) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
25 - (89)IVCPICSQK(97) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, Al 1 . 

L'invention conceme egalement les sequences peptidiques derivees des peptides 
susmentionnes, lesdites sequences derivees, ou analogues, etant telles que definies ci- 
dessus dans le cadre des sequences derivees des fragments proteiques polyepitopiques 
susmentionnes. 

30 L'invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques codant pour les 

peptides des proteines E6 ou E7 susmentionnes, a savoir : 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 43 et 66 de la 
sequence SEQ ID NO : L codant pour (15)RPRKLPQL(22), 



- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 52 et 78 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (18)KLPQLCTEL(26), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 55 et 78 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (19)LPQLCTEL(26), 

5 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 61 et 90 de la 

sequence SEQ ED NO : 1, codant pour (21)QLCTELQTTI(30), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 70 et 99 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (24)TELQTTIHDI(33), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 97 et 123 de la 
1 0 sequence SEQ ID NO : 1 , codant pour (33)IILECVYCK(41), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 103 et 132 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (35)LECVYCKQQL(44), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 109 et 132 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (37)CVYCKQQL(44), 

15 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 136 et 165 de la 

sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (46)RREVYDFAFR(55), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 145 et 171 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (49)VYDFAFRDL(57), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 148 et 171 de la 
20 sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (50)YDFAFRDL(57), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 154 et 180 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (52)FAFRDLCIV(60), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 160 et 186 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (54)FRDLCIVYR(62), 

25 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 175 et 201 de la 

sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (59)IVYRDGNPY(67), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 241 et 264 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (81)SEYRHYCY(88), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 259 et 285 de la 
30 sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (87)CYRLYGTTL(95), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 280 et 303 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (94)TLEQQYNK(101), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 283 et 309 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (95)LEQQYNKPL(103), 



wo 00/75336 



PCT/FROO/01513 



- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 301 et 324 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (101)KPLCDLLI(108), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 352 et 378 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (1 18)CPEEKQRHL(126), 

5 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 355 et 378 de la 

sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (1 19)PEEKQRHL(126), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 379 et 405 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (127)DKKQRFHNI(135), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 382 et 408 de la 
10 sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (128)KKQRFHNIR(136), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 388 et 417 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (130)QRFHNIRGRW(139), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 391 et 417 de la 
sequence SEQ ID NO : 1, codant pour (131)RFHNIRGRW(139), 

15 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 7 et 33 de la 

sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (3)GDTPTLHEY(1 1), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 13 et 39 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (5)TPTLHEYML(13), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 43 et 69 de la 
20 sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (15)LQPETTDLY(23), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 46 et 75 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (16)QPETTDLYCY(25), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 133 et 153 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (45)AEPDRAHY(52), 

25 - la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 136 et 165 de la 

sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (46)EPDRAHYNIV(55), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 157 et 180 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (53)NIVTFCCK(60), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 235 et 261 de la 
30 sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (79)LEDLLMGTL(87), 

- la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 265 et 291 de la 
sequence SEQ ID NO : 2, codant pour (89)rVCPICSQK(97). 

L'invention a egalement pour objet les epitopes de la proteine p53 choisis parmi 
les suivants : 
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- (102)TYQGSYGFRL(1 1 1) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (105)GSYGFRLGFL(1 14) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35, 

- (106)SYGFRLGFL(1 14) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (1 18)TAKSVTCTY(126) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

5 - (125)TYSPALNKMF(134) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (152)PPGTRVRAM(160) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35, 

- (1 55)TRVRAMAIYK(164) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (156)RVRAMAIY(163) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (162)IYKQSQHM(169) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

10 - ( 1 95)IRVEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (197)VEGNLRVEY(205) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (201)LRVEYLDDR(209) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (203)VEYLDDRNTF(212) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (204)EYLDDRNTF(212) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 
15 - (21 1)TFRHSVVV(218) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (212)FRHSVVVPY(220) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (227)SDCTTIHYNY(236) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (235)NYMCNSSCM(243) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (249)RPILTIITL(257) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35, 
20 - (257)LEDSSGNLL(265) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (263)NLLGRNSF(270) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (266)GRNSFEVR(273) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (272)VRVCACPGR(280) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27. 

L'invention a egalement povu: objet tout precede de preparation de fragments 
25 polyepitopiques, d'epitopes simples (peptides susmentionnes), ou de sequences derivees, 

par synthese peptidique classique en phase liquide ou en phase solide. 

En variante, les fragments polyepitopiques, epitopes simples, ou sequences 
peptidiques derivees, tels que ddfinis ci-dessus selon l'invention, peuvent etre obtenus 
sous forme de polypeptides recombinants par transformation de cellules botes 
30 appropriees telles que definies ci-dessus a I'aide de vecteurs contenant ime sequence 

nucleotidique recombinante telle que definie ci-dessus selon l'invention, et recuperation, 
le cas echeant apres purification, du polypeptide recombinant code par ladite sequence 
nucleotidique et produit par les cellules botes susmentionnees. 
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REVENDICATIONS 

1. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 de HPV caracterises en ce 
qu'ils comprennent une sequence peptidique d'environ 15 a 30 acides amines, cette 

5 sequence peptidique contenant les sequences en acides amines d'au moins 3 epitopes 

differents se liant de fafon stable a des molecules HLA de type identique ou different, 
lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique de ladite sequence 
peptidique, notamment dans ie proteasome, de sorte qu'au moins 4 molecules HLA de 
differents types se lient a ces epitopes, ces 4 molecules HLA etant choisies parmi celles 
10 de type Al, A2, A3, All, A24, A29, B7, B8, B18, B27, B35, B44, B51, et B62. 

2. Fragments polyepitopiques selon la revendication 1, caracterises en ce que le 
nombre d'acides amines de leur sequence peptidique est superieur ou egal a 17, et 
inferieur ou egal a 30. 

15 

3. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 de HPV selon la revendication 1 
ou 2, caracterises en ce qu*ils comprennent une sequence peptidique d'environ 15 a 30 
acides amines, cette sequence peptidique contenant les sequences en acides amines d'au 
moins 5 epitopes differents se liant de fafon stable a des molecules HLA de type 

20 identique ou different, lorsque ces epitopes sont obtenus par degradation enzymatique 

de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu'au moins 6 
molecules HLA de differents types se lient a ces epitopes, ces 6 molecules HLA etant 
choisies parmi celles de type Al, A2, A3, All, A24, A29, B7, B8, BIS, B27, B35, B44, 
etB51, 

25 

4. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 de HPV selon Tune des 
revendications 1 a 3, caracterises en ce qu'ils comprennent to us un epitope se liant a la 
molecule HLA de type B35, un epitope se liant a la molecule HLA de type B44, et un 
epitope se liant a la molecule HLA de type B5 1 . 

30 

5. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon Tune des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 30 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 15 et 44 de la sequence peptidique de 
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la proteine E6 de HPV, et caracterise par la sequence peptidique SEQ ID NO : 4 
suivante: 

( 1 5)RPRKLPQLCTELQTTIHDIILEC VYCKQQL(44) 
ledit fragment contenant 9 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 8 
5 molecules HLA de types suivants : A2, All, A29, B7, B8, B35, B44, ou B51, lesdits 

epitopes etant les suivants : 

- (15)RPRKLPQL(22) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 

- (18)KLPQLCTEL(26) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B51, 
10 - (21)QLCTELQTTI(30) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTIHDI(33) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (29)TIHDIILRCV(38) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A2, 

- (33)IILECVYCK(41) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al 1, 

- (35)LECVYCKQQL(44) se liant de fagon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 
15 - (37)CVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8. 

6. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon Tune des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 17 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 62, ou au fragment de 22 acides 

20 amines delimite par les acides amines situes aux positions 46 et 67 de la sequence 

peptidique de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ ID NO : 6 suivante : 

(46)RREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY(67) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 10 

25 molecules HLA de types suivants : A2, A3, All, A24, A29, B7, B27, B35, B44, ou 

B51, lesdits epitopes etant les suivants : 

- (46)RREVYDFAFR(55) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (49)VYDFAFRDL(57) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (50)YDFAFRDL(57) se Uant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 
30 - (52)FAFRDLCr/(60) se liant de fa9on stable axix molecules HLA de type A2, B35, B51, 

ouB7, 

- (54)FRDLCIVYR(62) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1, 

- (59)IVYRDGNPY(67) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou All. 
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7. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon I'une des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 29 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 80 et 108 de la sequence peptidique 
de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la sequence 
' 5 peptidique SEQ ID NO : 8 suivante : 

(80)ISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLI(108) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 10 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A24, A29, B7, B18, B35, B44, ou 
B51, lesdits epitopes etant les suivants : 
10 - (80)ISEYRHYCY(88) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al, ou B18, 

- (81)SEYRHYCY(88) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

- (87)CYSLYGTTL(95) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (94)TLEQQYNK(101) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, ou All, 

- (95)LEQQYNKPL(103) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, ou 
15 B44, 

- (101)KPLCDLLI(108) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, B35, ou 
B51. 



8. Fragment polyepitopique de la proteine E6 de HPV selon I'une des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 22 acides amines 
delimite par les acides amines situes aux positions 118 et 139 de la sequence peptidique 
de la proteine E6 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la sequence 
peptidique SEQ ID NO : 10 suivante : 

(118)CPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRW(139) 
ledit fragment contenant 6 epitopes se liant de fa9on stable a I'une au moins des 7 
molecules HLA de types suivants : A24, B8, B18, B27, B35, B44, ou B51, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

- (1 18)CPEEKQRHL(126) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B51, 

- (1 19)PEEKQRHL(126) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 

- (127)DKKQRFHNI(135) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, 

- (128)KKQRFHNIR(136) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (130)QRFHNIRGRW(139) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (131)RFHN1RGRW(139) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24. 
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9. Fragments polyepitopiques de la proteine E7 de HPV selon la revendication 1 
ou 2, caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence peptidique d* environ 15 a 30 
acides amines, cette sequence peptidique contenant les sequences en acides amines d'au 
moins 3 epitopes differents se liant de fa9on stable a des molecules HLA de type 
identique ou different, lorsque ces epitopes sent obtenus par degradation enzymatique 
de ladite sequence peptidique, notamment dans le proteasome, de sorte qu'au moins 4 
molecules HLA de differents types se lient a ces epitopes, ces 4 molecules HLA etant 
choisies parmi celles de type Al, A2, A3, Al 1, A29, B7, B18, B35, B44, et B62. 

10 Fragments polyepitopiques de la proteine E7 de HPV selon la revendication 9, 
caracterises en ce qu'ils comprennent tous un epitope se liant a la molecule HLA de type 
B44. 

11. Fragment polyepitopique de la proteine E7 de HPV selon Tune des 
revendications 9 ou 10, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 23 acides 
amines delimite par les acides amines situes aux positions 3 et 25 de la sequence 
peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ ID NO : 14 suivante : 

(3)GDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCY(25) 
ledit fragment contenant 5 epitopes se liant de fa9on stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A2, B18, B35, B44, ou B62, lesdits epitopes 
etant les suivants : 

(3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B44, 
(5)TPTLHEYML(13) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35, 
(1 1)YMLDLQPETT(20) se liant de fa^on stable aux molecules HLA de type A2, 

(15) LQPETTDLY(23) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

(16) QPETTDLYCY(25) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type Al, ou BlS. 

12. Fragment polyepitopique de la proteine E7 de HPV selon Tune des 
revendications 9 ou 10, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 17 acides 
amines delimite par les acides amines situes aux positions 44 et 60 de la sequence 
peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ ID NO : 16 suivante : 

(44)QAEPDRAHYNIVTFCCK(60) 
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ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de fafon stable a Tune au moins des 6 
molecules HLA de types suivants : Al, A3, All, A29, B7, B18, B35, ou B44, lesdits 
epitopes etant les suivants : 

(44) QAEPDRAHY(52) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type Al, ou B18, 

(45) AEPDRAHY(52) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 

(46) EPDRAHYNTV(55) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 
(53)NTVTFCCK(60) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, ou AIL 

13. Fragment polyepitopique de la proteine E7 de HPV selon Tune des 
revendications 9 ou 10, caracterise en ce qu'il correspond au fragment de 19 acides 
amines delimite par les acides amines situes aux positions 79 et 97 de la sequence 
peptidique de la proteine E7 de HPV, ce dernier fragment etant caracterise par la 
sequence peptidique SEQ DD NO : 18 suivante : 

(79)LEDLLMGTLGIVCPICSQK(97) 
ledit fragment contenant 4 epitopes se liant de fapon stable a Tune au moins des 5 
molecules HLA de types suivants : A2, A3, Al 1, A29, ou B44, lesdits epitopes etant les 
suivants : 

(79)LEDLLMGTL(87) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A29, ou B44, 
(82)LLMGTLGIV(90) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A2, 
(86)TLGIVCPI(93) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A2, 
(89)IVCPICSQK(97) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A3, ou Al 1. 

14. Fragments polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 selon Time des 
revendications 1 a 13, caracterises en ce qu'ils correspondent aux sequences peptidiques 
derivees des fragments polyepitopiques definis dans Tune des revendications 1 a 13, 
notamment ; 

- par substitution, et/ou suppression, et/ou addition d'un ou plusieurs acides 
amines, des fragments susmentionnes, et/ou 

- par modification d*au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine 
peptidique des fragments susmentionnes, notamment par introduction d'une liaison du 
type retro, ou retro-inverso, et/ou 

- par substitution d'au moins un acide amine de la chaine peptidique de la 
sequence ou du fragment susmentionnes, par un acide amine non proteinogenique, 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



lesdites sequences derivees contenant des peptides ou pseudopeptides se liant 
specifiquement a la ou aux memes molecules du CMH que celles se liant aux peptides 
contenus dans les fragments polyepitopiques susmentionnes dent elles derivent. 

15. Sequences nucleotidiques codant pour un fragment polyepitopique ou pour 
une sequence peptidique derivee selon Tune des revendications 1 a 14, lesdites 
sequences nucleotidiques etant issues de la sequence SEQ ID NO : 1 codant pour la 
proteine E6, ou de la sequence SEQ ID NO : 1 1 codant pour la proteine E7. 

16 Sequences nucleotidiques selon la revendication 15, choisies parmi les 
suivantes: 

- la sequence SEQ ID NO : 3, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 4 
selon la revendication 5, 

- la sequence SEQ ID NO : 5, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 6 
selon la revendication 6, 

- la sequence SEQ ID NO : 7, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 8 
selon la revendication 7, 

- la sequence SEQ ID NO : 9, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 10 
selon la revendication 8, 

- la sequence SEQ ID NO : 13, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 14 
selon la revendication 11, 

- la sequence SEQ ID NO : 15, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ID NO : 16 
selon la revendication 12, 

- la sequence SEQ ED NO : 17, codant pour le fragment polyepitopique SEQ ED NO : 18 
selon la revendication 13. 

17. Anticorps, polyclonaux ou monoclonaux, diriges contre un fragment 
polyepitopique ou contre une sequence peptidique derivee selon Tune des 
revendications 1 a 14. 

18. Lipopeptide caracterise en ce qu*il comprend: 

- une partie peptidique comprenant un ou plusieurs fragments proteiques 
polyepitopiques, ou ime sequence peptidique derivee desdits fragments, tels que definis 
dans I'une des revendications 1 a 14, 
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- et une ou plusieurs parties lipophiles, telles que celles comprenant ; 

* une chaine hydroccirbonee en C4 a C20, saturee ou insaturee, lineaire ou 
ramifiee, 

* ou iin groupe steroide, le cas echeant lie a la chaine hydrocarbonee 
* 5 susmentionnee, 

lesdites parties lipophiles etant eventuellement associees a un court peptide 
vecteur comportant une ou plusieurs fonctions ionisees a pH physiologique, et une 
fonction permettant la fixation covalente de ladite chaine hydrocarbonee et/ou dudit 
groupe steroide. 

10 

19. Composition pharmaceutique, ou vaccin, caracterises en ce qu*ils 
comprennent : 

* a) 

- au moins un fragment polyepitopique de la proteine E6 ou E7 defini dans I'une 
15 des revendication 1 a 13, 

- et/ou au moins une sequence peptidique derivee de ce fragment, telle que defrnie 
dans la revendication 14, 

- et/ou au moins im vecteur approprie, notamment des lipopeptides selon la 
revendication 18 et/ou micelles, contenant au moins un fragment polyepitopique 

20 susmentionne de la proteine E6 ou E7, et/ou au moins xme sequence derivee 

susmentionnee de ces fragments, 

en aissociation avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
ledit fragment proteique polyepitopique et/ou sa sequence derivee etant le cas 
echeant associes a un ou plusieurs autres epitopes exogenes reconnus par des cellules T 
25 auxiliaires, tels que le fragment peptidique delimite par les acides amines situes aux 

positions 830 et 846 de la sequence peptidique de la toxine tetanique, Themaggiutinine, 
ou I'epitope PADRE, 

* ou b) 

- au moins une sequence nucleotidique selon la revendication 15 ou 16, codant 
30 pour un fragment polyepitopique susmentionne de la proteine E6 ou E7, 

- et/ou au moins ime sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique 
derivee de ce fragment, telle que definie ci-dessus, 

- et/ou au moins im vecteur approprie susmentionne, choisi notamment parmi les 
virus, contenant au moins une sequence nucleotidique susmentionnee, 
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en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, 
* ou c) 

- des anticorps selon la revendication 17, diriges centre un fragment 
polyepitopique de la proteine E6 ou E7, et/ou centre une sequence peptidique derivee de 
ces fragments, tels que definis ci-dessus. 



20. Utilisation de fragments polyepitopiques de la proteine E6 ou E7 definis dans 
Tune des revendications 1 a 13, ou de sequences peptidiques derivees selon la 
revendication 14, ou de sequences nucleotidiques selon la revendication 15 ou 16, ou 

10 d'anticorps selon la revendication 17, ou de lipopeptides selon la revendication 18, pour 

la preparation d'un medicament ou vaccin destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies liees a I'infection d'individus par les papillomavirus humains, telles que les 
neoplasies cervicales intraepitheliales (CIN), le cancer invasif du col de I'uterus, les 
neoplasies vulvaires intraepitheliales (VIN). 

15 

21. Epitopes de la proteine E6 d'HPV choisis parmi les suivants : 

- (19)LPQLCTEL(26) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B51, 

- (21)QLCTELQTTI(30) se hant de fa?on stable aux molecules HLA de type A2, 

- (24)TELQTTIHDI(33) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 
20 - (33)IILECVYCK(41) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type Al 1, 

- (35)LECVYCKQQL(44) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29 et B44, 

- (37)CVYCKQQL(44) se liant de fa?on stable aux molecules HLA de type B8, 

- (46)RREVYDFAFR(55) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B27, 

- (49)VYDFAFRDL(57) se liant de fagon stable aux molecules HLA de type A24, 

25 - (50)YDFAFRDL(57) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44,- 

- (52)FAFRDLCIV(60) se Uant de fa9on stable aux molecules HLA de type A2, B35, B51, 

- (54)FRDLCIVYR(62) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, Al 1, 

- (59)IVYRDGNPY(67) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, All, 

- (81)SEYRHYCY(88) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 
30 - (87)C YSLYGTTL(95) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A24, 

- (94)TLEQQYNK(101) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, All, 

- (95)LEQQYNKPL(103) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (101)KPLCDLLI(108) se hant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, B35, B51, 

- (1 18)CPEEKQRHL(126) se hant de fa9on stable aux molecules HLA de type B8, B18, B35, B51, 
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- (1 19)PEEKQRHL(126) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (127)DKKQRFHlSn(135) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B8, 

- (128)KKQRFHNIR(136) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B27, 

- (130)QRFHNIRGRW(139) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B27, 
"5 - (13 1)RFHNIRGRW(139) se liant de fapon stable aux molecules HLA de type A24. 

22. Epitopes de laproteine E7 d'HPV choisis parmi les suivants : 

- (3)GDTPTLHEY(1 1) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type B44, 

- (5)TPTLHEYML(13) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B35, 
10 - ( 1 5)LQPETTDLY(23) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B62, 

- (16)QPETTDLYCY(25) se liant de fafon stable aux molecules HLA de type Al, B18, 

- (45)AEPDRAHY(52) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (46)EPDRAHYNIV(55) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type B7, ou B35, 

- (53)NIVTFCCK(60) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, All, 

1 5 - (79)LEDLLMGTL(87) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A29, B44, 

- (89)IVCPICSQK(97) se liant de fa9on stable aux molecules HLA de type A3, Al 1 . 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> BIOVECTOR THERAPEUTICS 
INSERM 

<12 0> FRAGMENTS PROTEIQUES POLYEPITOPIQUES DE LA PROTEINE E6 
OU E7 DE HPV, LEUR OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS 
NOTAMMENT EN VACCINATION 

<130> WOB EPIT 2 

<140> 
<141> 

<150> FR 9907012 
<151> 1999-06-03 

<160> 18 

<170> Patentin Ver . 2.1 

<210> 1 

<211> 477 

<212> ADN 

<213> Papillomavirus humain 

<220> 

<2'21> CDS 

<222> (1) . . (477) 

<400> 1 

atg cac caa aag aga act gca atg ttt cag gac cca cag gag cga ccc 4 8 
Met His Gin Lys Arg Thr Ala Met Phe Gin Asp Pro Gin Glu Arg Pro 
15 10 15 

aga aag tta cca cag tta tgc aca gag ctg caa aca act ata cat gat 96 
Arg Lys Leu Pro Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie His Asp 
20 25 30 

ata ata tta gaa tgt gtg tac tgc aag caa cag tta ctg cga cgt gag 144 
lie lie Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu Leu Arg Arg Glu 
35 40 45 

gta tat gac ttt get ttt egg gat tta tgc ata gta tat aga gat ggg 192 
Val ■ Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr Arg Asp Gly 
50 55 60 



aat cca tat get gta tgt gat aaa tgt tta aag ttt tat tct aaa att 240 
Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys lie 
65 70 75 80 

agt gag tat aga cat tat tgt tat agt ttg tat gga aca aca tta gaa 288 
Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu 
85 90 95 

cag caa tac aac aaa ccg ttg tgt gat ttg tta att agg tgt att aac 336 
Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie Arg Cys lie Asn 
100 105 110 
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tgt caa aag cca ctg tgt cct gaa gaa aag caa aga cat ctg gac aaa 3 84 

Cys Gin Lys Pro Leu Cys Pro Glu Glu Lys Gin Arg His Leu Asp Lys 

115 120 125 

aag caa aga ttc cat aat ata agg ggt egg tgg acc ggt cga tgt atg 432 

Lys Gin Arg Phe His Asn lie Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met 
130 135 140 

tct tgt tgc aga tea tea aga aca cgt aga gaa acc cag ctg tga 477 

Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Gin Leu 
145 150 155 



<210> 2 
<211> 158 
<212> PRT 

<213> Papillomavirus humain 
<400> 2 

Met His Gin Lys Arg Thr Ala Met Phe Gin Asp Pro Gin Glu Arg Pro 
15 10 15 

Arg Lys Leu Pro Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie His Asp 
20 25 30 

lie lie Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu Leu Arg Arg Glu 
35 40 45 

Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr Arg Asp Gly 
50 55 60 

Asn Pro Tyr Ala Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys lie 
65 70 75 80 

Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu 
85 90 95 

Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie Arg Cys lie Asn 
100 105 110 

Cys Gin Lys Pro Leu Cys Pro Glu Glu Lys Gin Arg His Leu Asp Lys 
115 120 125 

Lys Gin Arg Phe His Asn lie Arg Gly Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met 
130 135 140 

Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Gin Leu 
145 150 155 



<210> 3 
<211> 90 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (90) 

<400> 3 

cga ccc aga aag tta cca cag tta tgc aca gag ctg caa aca act ata 48 
Arg Pro Arg Lys Leu Pro Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie 
15 10 15 

cat gat ata ata tta gaa tgt gtg tac tgc aag caa cag tta 90 
His Asp lie lie Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu 
20 25 30 



<210> 4 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 4 

Arg Pro Arg Lys Leu Pro Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie 
15 10 15 

His Asp lie lie Leu Glu Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu 
20 25 30 



<210> 5 
<211> 66 
<212> ADN 

<213 > Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<220> 
<221> CDS 
<2.22> (1) . . (66) 

<400> 5 

cga cgt gag gta tat gac ttt get ttt egg gat tta tgc ata gta tat 48 

Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr 
15 10 15 

aga gat ggg aat cca tat 66 
Arg Asp Gly Asn Pro Tyr 
20 



<210> 6 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
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de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 6 

Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr 
15 10 15 

Arg Asp Gly Asn Pro Tyr 
20 



<210> 7 
<211> 87 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (87) 

<400> 7 

att agt gag tat aga cat tat tgt tat agt ttg tat gga aca aca tta 4 8 

lie Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu 
15 10 15 

gaa cag caa tac aac aaa ccg ttg tgt gat ttg tta att 87 
Glu Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie 
20 25 



<210> 8 
<211> 29 
<212> PRT 

<213 > Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 8 

lie Ser Glu Tyr Arg His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu 
15 10 15 

Glu Gin Gin Tyr Asn Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu lie 
20 25 



<210> 9 
<211> 66 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . - (66) 

<400> 9 

tgt cct gaa gaa aag caa aga cat ctg gac aaa aag caa aga ttc cat 48 

Cys Pro Glu Glu L»ys Gin Arg His Leu Asp Lys Lys Gin Arg Phe His 

15 10 15 

aat ata agg ggt egg tgg 6 6 

Asn lie Arg Gly Arg Trp 
20 



<210> 10 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E6 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 10 

Cys Pro Glu Glu Lys Gin Arg His Leu Asp Lys Lys Gin Arg Phe His 
1 5 10 .15 

Asn lie Arg Gly Arg Trp 
20 



<210> 11 
<211> 297 
<212> ADN 

<213> Papillomavirus humain 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (297) 

<400> 11 

atg cat gga gat aca cct aca ttg cat gaa tat atg tta gat ttg caa 4 8 
Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin 
15 10 15 

cca gag aca act gat etc tac tgt tat gag caa tta aat gac age tea 96 
Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gin Leu Asn Asp Ser Ser 
20 25 30 

gag gag gag gat gaa ata gat ggt cca get gga caa gca gaa ccg gac 144 
Glu Glu Glu Asp Glu lie Asp Gly Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp 
35 40 45 

aga gcc cat tac aat att gta acc ttt tgt tgc aag tgt gac tct acg 192 
Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr 
50 55 60 

ctt egg ttg tgc gta caa age aca cac gta gac att cgt act ttg gaa 240 
Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp lie Arg Thr Leu Glu 
65 70 75 80 
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gac ctg tta atg ggc aca eta gga att gtg tgc ccc ate tgt tct cag 288 
Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys Ser Gin 
85 90 95 

aaa cca taa 297 
Lys Pro 



<210> 12 

<211> 98 

<212> PRT 

<213> Papillomavirus humain 



<400> 12 

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu 
1 5 

Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys 
20 

Glu Glu Glu Asp Glu lie Asp Gly 

35 40 



His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin 
10 15 

Tyr Glu Gin Leu Asn Asp Ser Ser 
25 30 

Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp 
45 



Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr 
50 55 60 

Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp lie Arg Thr Leu Glu 
65 70 75 80 

Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys Ser Gin 
85 90 95 



Lys Pro 



<210> 13 

<211> 69 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (69) 



<400> 13 

gga gat aca cct aca ttg cat gaa tat atg tta gat ttg caa cca gag 48 

Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu 
15 10 15 



aca act gat etc tac tgt tat 
Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr 
20 



69 
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<210> 14 
<211> 23 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 14 

Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu 
15 10 15 

Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr 
20 



<210> 15 
<211> 51 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (51) 

<400> 15 

caa gca gaa ccg gac aga gcc cat tac aat att gta acc ttt tgt tgc 4 8 
Gin Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys 
15 10 15 

aag 51 

Lys 



<210> 16 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 16 

Gin Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys 
15 10 15 

Lys . 



<210> 17 
<211> 57 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (57) 

<400> 17 

ttg gaa gac ctg tta atg ggc aca eta gga att gtg tgc ccc ate tgt 48 
Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys 
15 10 15 

tct cag aaa 57 
Ser Gin Lys 



<210> 18 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence codant pour E7 de HPV et sequence 
peptidique correspondante 

<400> 18 

Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys 
15 10 15 

Ser Gin Lys 
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Box i Observaiions where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This intemational search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 
I. I I Claims Nos.: 

' — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. rn Claims Nos.: 

— because they relate to parts of the intemational application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningtul international search can be carried out, specifically: 



3. I I Claims Nos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(aV 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this intemational appUcation, as follows: 
See supplemental sheet 



1. I I As all required additional search fees were timely paid fay the applicant, this intemational search report covers all 

searchable claims. 

2 . As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite pa3anent 
of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. rr] No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational search report is 
restricted to the invention fust mentioned in the clainis; it is covered by claims Nos.: 

Claims Nos. 1-4, 14-21 in part and 5 in full 



Remark on Protest 



I I The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 
[ I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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INTERNATIO Wtt SEARCH REPORT 



Intemati nal application No. 

PCT/FROO/01513 



The International Searching Authority foimd that the international application contains 
multiple inventions, as follows : 

1. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 5 (in fiill) 

Polyepitopic fragments of the HPV E6 protein binding in a stable manner with HLA 

molecules, defined by amino acids located in positions 1 5 and 44 of the HPV E6 protein ; ^> 

nucleotidic sequences coding for said fragments, antibodies directed against said fragments 

and lipopeptides, pharmaceutical composition or vaccine containing them, and the use thereof 

in the preparation of a medicament. 

2. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 6 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 46 and 67 of 
the HPV E6 protein. 

3. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 7 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 80 and 108 of 
the HPV E6 protein. 

4. Claims Nos. 1-4, 14-21 (in part) and 8 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 118 and 139 of 
the HPV E6 protein. 

5. Claims Nos. 1, 2, 9, 10, 14-21 (in part) and 1 1 (in full) 

The same, refering to the region defined by amino acids located in positions 3 and 25of the 
HPV E7 protein. 

6. Claims Nos. 1, 2, 9, 10, 14-21 (in part) and 12 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 44 and 60 of 
the HPV E7 protein, 

7. Claims Nos. 1, 2, 9, 10, 14-21 (in part) and 13 (in full) 

The same, referering to the region defined by amino acids located in positions 79 and 97 of 
the HPV E7 protein. 
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Patent document 
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AU 
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RAPPORT DE 



RCHE INTERNATIONALE 



Dem. .3 tntemationale No 

PCT/FR 00/01513 



A. CLASSEMENT DE UOBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 C12N15/37 A61K39/12 C07K15/08 CO7K14/025 



Seton ta dassfflcatfon intemationale des brevets (CIB) oukia (ote selon la classification natfonale et la CIB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consult6e (syst6me de dassificatron suivi des symboles dedassement) 

CIB 7 C12N A61K C07K 



Documentation consu(t6e autre que ia documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a port6 ta recherche 
Base de donnees 6lectronique consult6e au cours de la recherche intemationale (nom de ta base de donnees. et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDER ES COMME PERTINENTS 



Cat6gorie * Identification des documents cit6s, avec le cas 6ch6ant, I'indication des passages pertinents 



no. des revendtcations visees 



EP 0 451 550 A (BEHRIN6WERKE AG) 
16 octobre 1991 (1991-10-16) 
revendi cations 2,11; exemple 5 

MULLER M ET AL: "IDENTIFICATION OF 
SEROREACTIVE REGIONS OF THE HUMAN 
PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 PROTEINS E4, E6, E7 
AND LI" 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, GB, SOCIETY FOR 

GENERAL MICROBIOLOGY, READING, 

vol. 71. 1 Janvier 1990 (1990-01-01), 

pages 2709-2717. XP000318453 

ISSN: 0022-1317 

tableau 1 peptides 670 et 676 



-/■ 



1-5. 
14-21 



1-5. 
14-21 



I X| cadre C pour la'fin de fa Itste des documents 

' Categories spectales de documents cttSs: 



[X I documents de families de twevets sont Indiqu^s en annexe 



"A* document defmissant Fdtat general de ta technique, non 
consid6r6 comme particulierement pertinent 

"E" document arrt6rieur, mais put3li6 d la date de ddpdt international 
ou apr&s cetta date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendlcation de 
priorit6 ou cite pour d6tenmtner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une ratson sp^ale (telle qu'indiqu6e) 
"O" document se ref6rant h une divulgation orale. k un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
■p" document publid avant la date de d6p6t intemationat, mais 
posterieurement k (a date de prionte revendtqu^e 



T document ulterieur publie apres la date de d6p6t international ou la 
date de pnonte et n*appartenenant pas k I'dtat de la 
technique pertinent, mais cit6 pour comprendre le prindpe 
ou ta theorie constituam la base de Hnvention 

"X^ document particuli6rement pertinent; Hnven tion revendiquee ne peut 
etre constd^ree comme nouvetle ou comme impliquant une activ^t^ 
inventive par rapport au document consid6r6 isol6menl 

"V document particuli6rerrrent pertinent: finven tion revendiquee 

ne peut etiB consid6r6e comme impliquarrt une activity Inventive 
lorsque le document est associ§ a un ou plusieurs auto-es 
documents de mgme nature, cette combinaison 6tant dvidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la m§me f amille de brevets 



Date a laqueile la recherche intemationale a 6t6 effectivement achevee 



14 novembre 2000 



Date d'exp6dition du present rapport de recherche intemationale 



0 t. OZ OT 



I Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche intemationale 

Office Europ^en des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRrjswQk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nt. 
Fax: (+31-70)340-3016 



Fonctionnatre autoris§ 



CUPIDO, M 
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RAPPORT DE RECHERBfe INTERNATIONALE 



Oem. i Internationale No 

PCT/FR 0D/G1513 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie Identification des documents ci t^s, avec, te cas echdant, Pindication des passages pertinents 



no. des revendtcaiions visees 



SHALLY M ET AL: "THE E6 VARIANT PROTEINS 
E6I-E6IV OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS 16: 
EXPRESSION IN CELL FREE SYSTEMS AND 
BACTERIA AND STUDY OF THEIR INTERACTION 
WITH P53" 

VIRUS RESEARCH. NL.AMSTERDAM, 

vol. 42, 1996, pages 81-96, XP000198411 

ISSN: 0168-1702 

page 85, colonne de gauche, dernier alinea 

EP 0 523 391 A (BEHRINGWERKE AG) 
20 janvier 1993 (1993-01-20) 
page 7, SEQ ID N0:4 

WO 98 23635 A (UNIVERSITY OF QUEENSLAND; 
CSL LTD) 4 juin 1998 (1998-06-04) 
figure 1, peptides GF51-GF53 

WO 93 22338 A (RIJKSUNIVERSITEIT LEIDEN; 
KAST W ET AL.) 

11 novembre 1993 (1993-11-11) 
page 4, ligne 21 - ligne 36 
page 7, ligne 24 - ligne 32 



1-5. 
14-21 



1-5. 
14-21 



1-5, 
14-21 



1-5. 
14-21 



Formulaire PCT/lSA/210 (suite de ta deuxiSme leuille) (Juillet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



L .lande internatbnafe n** 

PCT/FR 00/01513 



Cadre I Observations - lorsqull a ete estime que certaines revendicatlons ne pouvaient pas faire I'objet d'un recherche 
(suite du point 1 de la pr mi^re feuille) 



Conformement a I'article I7.2)a). certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs sufvants: 

1 . ( I Les revendications n**^ 

se rapportent ^ un objet ^ regard duquel radministration n'est pas tenue de proceder ^ la recherche, a savoir: 



2- I I Les revendications n**® 

se rapportent k des parties de la demande internationaJe qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



□ 



Les revendications n°^ 

sont des revendications d^pendantes et ne sont pas r^igees conformement aux dispositions de la deuxi^me et de la 
troisi^me phrases de la r§gle 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d*unit6 de Tinvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'ad ministration charges de la recherche intemationale a trouve pfusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoin 

voir feuille supplementaire 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les d^lals par le deposant, le present rapport de recherche 
' ' intemationale porte sur toutes les revernlications pouvant faire i'objet d'une recherche. 



□ 



2. I_J Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle. radministration n'a sollicrt§ le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payde dans les delais par le ddposant, le present 

I ' rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 6t6 payees. ^ savoir 

les revendications n °^ 



4. V Aucune taxe additionnelle demarKlde n'a ete payee dans les d6lais par le d6posant. En consequence, le present rapport 
de recherche intemationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n °® 

revendications: 1-4, 14-21, parti el lement et 5, compl etement • 



Remarque quant d la reserve | [ Les taxes additionnelles 6taient accompagn6es d'une reserve de la part du deposan 

[ I Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juiilet 1998) 



Demande Internationale No. PCT/FR 80/81513 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L* administration charges de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti ell ement) et 5 (completement) 

Fragments polyepitopiques de la proteine E6 de HPV, se liant 
de fa?on stable a des molecules HLA, delimite par les acides 
amines situes aux positions 15 et 44 de la proteine E6 de 
HPV; sequences nucleotidiques codant pour ces fragments, 
anti corps diriges contre ces fragments et 1 i popepti des , 
composition pharmaceuti que ou vaccin les contenant, ainsi 
que leur utilisation pour la preparation d'un medicament. 



2. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti ell ement) et 6 (completement). 

La m&ne, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 46 et 67 de la proteine E6 de 
HPV. 



3. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti ell ement) et 7 (completement) 

La m&ne, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 80 et 188 de la proteine E6 de 
HPV. 



4. revendi cations: 1-4, 14-21 (parti ell ement) et 8 (ccmipletement) 

La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 118 et 139 de la proteine E6 de 
HPV. 



5. revendi cations: 1,2,9,18, 

14-21 (parti ell ement) et 11 (ccHiipletement) 



La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 3 et 25 de la proteine E7 de HPV. 



6. revendi cations: 1,2,9,18, 

14-21 (parti ell ement) et 12 (completement) 



La meme, se rapportant a la region delimite par les acides 
amines situes aux positions 44 et 68 de la proteine E7 de 
HPV. 



7. revendi cati ons : 1,2,9,18, 

14-21 (parti ell ement) et 13 (completement) 
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Demande intemationale No, PCT/FR 00/01513 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INOIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



La meme, se rapportant a la region deli mite par les acides 
amines situes aux positions 79 et 97 de la proteine E7 de 
HPV. 
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Rensoignements relatrf s membres de families de breve 


ts 


Dem i Internationale No 

PCT/FR 00/0151"? 


Document brev tctte 1 Datede 
au rapport de recherche 1 publication 


Membre(s) de la 
famille de brevet(5) 


Dated 
publication 



AU 
CA 
IE 
JP 
PT 



7351591 A 
2038581 A 
910909 A 
4217998 A 
97073 A 



26-09-1991 
21-09-1991 
25-09-1991 
07-08-1992 
31-10-1991 



EP 0523391 A 20-01-1993 AU 667470 B 28^03-1996 

AU 1959092 A 14-01-1993 

CA 2073616 A 14-01-1993 

JP 6169781 A 21-06-1994 

US 5629161 A 13-05-1997 

WO 9823635 A 04-06-1998 AU 5111298 A 22-06-1998 



WO 9322338 


A 


11-11-1993 


AU 


675794 B 


20-02-1997 








AU 


4358693 A 


29-11-1993 








AU 


7197096 A 


06-02-1997 








CA 


2112798 A 


11-11-1993 








EP 


0593754 A 


27-04-1994 








IL 


105554 A 


17-08-1999 








JP 


7503975 T 


27-04-1995 








NZ 


253330 A 


25-06-1996 








ZA 


9303135 A 


02-02-1994 



Formulatre PCT/lSA/210 (annexe families de brevets) Ouillet 1992} 



TRA 



DE COOPERATION EN MA^RE DE BREVETS 

PCT 



ri 



REC D 1 8 SEP 2001 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTCffflATIOr^lI 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



R6f§rence du dossier du d6posant ou du 
mandataire 

WOB199INSEPIT 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr6Iiminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FROO/01513 


Date du d6pot international (jour/mois/ann^e) 
31/05/2000 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
03/06/1999 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationale et CIB 
C12N15/37 


D6posant 






BIOVECTOR THERAPEUTICS et al. 







1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 10 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupr^s de 
radministration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et rinstruction 607 des Instructions 
adminlstratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'untte de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande intemationale 

Observations relatives h la demande Internationale 



II 
III 


□ 


IV 


El 


V 




Vi 


□ 


VII 




VIII 





Date de presentation de la demande d'examen prdliminaire 
Intemationale 

01/12/2000 


Date d'ach6vement du present rapport 
14.09.2001 


Norn et adresse postale de radministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 
— - Office europeen des brevets 
^] D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

Buchet, A (l ^ l) 

N'* de telephone +49 89 2399 7401 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) Ganvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FROO/0 1513 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale {les feuilles de remp/acement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite confomement a I'articie 14 sont considerees dans fe present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-24 version initiale 

Revendications, N"": 

1-22 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/2-2/2 version initiate 

Partle de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-8, telles que initialement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de Tadministration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la r^gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

^ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a ('administration, sous forme ecrite. 

S remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

K La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuille 1) (juillet 1998) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIWilNAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FROO/01 51 3 



H La declaration, selon laquelle les informations enreglstrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a 6te fournle. 

4. Les nriGdifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°® : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6te formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-del^ de Texpose de {'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-aprds (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feui/le de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 at 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d'opinlon quant a la nouveaute, I'activite inventive et la posstbilite d'application 
industrielle 

1 . La question de savoir si I'objet de {'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour ce qui concerne : 

□ I'ensemble de la demande internationale. 

K les revendications n°^ 6-13 et 22 completement; 1-4 et 14-21 partieilement. 
parce que : 

□ la demande internationale, ou les revendications n°^ en question, se rapportent a I'objet suivant, k I'egard 
duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (preciser) : 



□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci-dessous), ou les revendications 
n°^ en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(preciser) : 



□ les revendications, ou les revendications n°^ en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

S 11 n'a pas ete etabli de rapport de recherche internationale pour les revendications n°^ 6-13 et 22 
completement; 1-4 et 14-21 partieflement en question. 

2. Le listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme h la norme prevue dans 



Fomnulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-Vltl, feuille 2) Quillet 1998) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n*" PCT/FROO/01 51 3 



Tannexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminatre 
international significatif: 

□ le listage presente par ecrit n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme a la norma. 

□ le listage sous forme dechiffrable par ordinateur n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme a la norme. 

IV. Absence d'unite de rinvention 

1 . En reponse a I'invitation a limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelles, le deposant a 

□ limite les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

□ paye des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limite les revendications ni paye des taxes additionnelles. 

2. K L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfait a I'exigence 

d'unite d'invention et decide, conformement a la regie 68.1 , de ne pas inviter le deposant a limiter les 
revendications ou a payer des taxes additionnelles. 

3. L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1,13.2 et 
13.3, 

□ 11 est satisfait a I'exigence d'unite de I'invention. 

□ il n'est pas satisfait a I'exigence d'unite de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande Internationale ont fait I'objet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

S toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n°^ . 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute Oui : Revendications 2, 5, 16, 18 

Non : Revendications 1, 3-4, 14-15, 17, 19-21 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-5, 14-21 

Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-5, 14-21 

Non : Revendications 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIL Irregularites dans la demande internationale 

Las irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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II est fait reference aux documents suivants: 

D1: EP 0 451 550 A 
D2: WO 93 23635 A 

Concernant le point I 
Base du rapport 

Ce rapport est egalement etabli sur la base des pages 1 a 8 de la liste des sequences 
(SEQ ID NOS: 1-18). 

Concernant le point IV 
Absence d'unite de invention 

- Les revendications 1 a 14 se rapporlent a des fraannents polvepitopiques contenus 
dans le domaine 15-44 de la proteine E6 d'HPVIS, alors que la revendication 21 
concerne des epitopes simples identifies dans cette region. Ostensiblement, ces deux 
types de "peptides" ont des structures et des proprietes (avantages) differentes; d'autre 
part, un fragment tel que revendique dans la revendication 1 ou un epitope tel que 
revendique dans la revendication 21 sont deja decrits dans D1 et D2, respectivement 
(voir le point V-1). De ce fait, il n'existe aucune caracteristique technique nouvelle et 
inventive liant les deux groupes de peptides et a I'interieur meme de chaque groupe, 
chaque peptide correspond a une invention independante. 

- II apparait que la presente demande ne satisfait pas aux conditions d'unite de 
invention enoncees a la Regie 13 PCT. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a Tappui de 
cette declaration 
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1) Nouveaute : 

- D1 identifie des epitopes seroreactifs de la souche 16 du papillomavirus humain (HPV 
16), en particulier dans la proteine E6. Pour cela, des fragments aleatoires du genome 
viral sont clones dans un vecteur d'expression et soumis a un test immunologique. Des 
peptides contenant de tels epitopes sont destines a des vaccins (revendication 9) ou a 
des kits de diagnostic (revendications 10 et 12) contenant eventuellement des 
anticorps specifiques de ces peptides (revendication 11). Deux peptides issus de la 
proteine E6 de HPV 16 se sont reveles immunogeniques: le peptide 670 est constitue 
de 26 residus et contient le domaine 1-21 de E6; le peptide 676 correspond au 
fragment de 31 acides amines delimite par les acides amines situes aux positions 7 et 
37 de la sequence peptidique de la proteine E6 de HPV 16 (Tableau 2; revendication 

2) . Des peptides contenant plusieurs des epitopes seroreactifs identifies sont 
egalement revendiques (revendication 8). 

- Le peptide 676 de D1 est considere comme anticipant la nouveaute des 
revendications 1, 3-4, 14-15, 17 et 19-20 (voiraussi Point Vlli-1 a 3): 

- Le terme "environ" utilise dans la revendication 1 inclut un fragment de 31 aa; 

- De par sa sequence, ce peptide contient necessairement les 5 epitopes suivants: 15- 
22. 18-26, 19-26, 21-30 et 24-33; ces epitopes lui confere la propriete inherente et 
intrinseque de se lier de fagon stable aux 6 molecules HLA suivantes: types B7, B35, 
A2, B51, A29 et 844. 



- D2 identifie des peptides codes par le genome des HPV et presentant la capacite de 
se lier aux molecules du Complexe d'Histocompatibilite Majeur (CMH) de classe I. En 
particulier, un peptides de 9 residus correspondant au fragment 33-41 de la proteine 
E6 de la souche HPV16.est pris en cinarge par les molecules HLA de type A1 1 
(revendication 12). Ce peptide, capable d'activer les cellules T du systeme immunitaire 
humain, est destine a la fabrication de compositions pharmaceutiques (revendications 
16-18) pour la prophylaxie ou le traitement therapeutique des maladies associees aux 
HPV, par exemple le cancer des cervicales (p 1 , I 3-7). 

- Le peptide identifie dans D2 correspond exactement a I'un des epitopes mentionnes a 
la revendication 21 . De ce fait, I'objet de la revendication 21 n'est pas nouveau. 
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- Pour les raisons mentionnees ci-dessus, les revendications 1, 3-4, 14-15, 17 et 19-21 
ne remplissent pas les conditions enoncees a rArticle 33.2 PCT. 

- Les revendications 2 (se rapportant a la taille du fragment) et 18 (concernant un 
lipopeptide derive), ainsi que les revendications 5 et 18 concernant un fragment 
polyepitopique particulier de sequence SEQ ID NO: 4 ainsi que la sequence codante 
correspondante (SEQ ID NO: 3) sont conformes a I'Article 33.2 PCT. 

2) Activite inventive : 

- En revanche, elles ne satisfont pas aux exigences de rArticle 33.3 PCT: 

- L'objet des revendications 2 et 18 ne releve d'aucune demarche inventive par rapport 
au contenu de D1. 



- Le probleme technique que se propose de resoudre I'invention telle que formulee 
dans les revendications 5 et 18, comme D1 considere comme I'etat de la technique le 
plus proche, est de fournir d'autre fragment polyepitopique issu de la proteine E6 de 
HPV 16. 

- La solution decrite dans la presente demande est le peptide 15-44 (SEQ ID NO: 4) 
contenant 9 epitopes capables de se lier a 8 molecules HLA de types differents. 

- Cependant, ceci n'est pas considere comme una contribution significative: D1 et D2 
revelant que les regions 7-37 et 33-41 de la proteine E6 de HPV 16 possedent des 
qualites immunologiques, I'homme du metier aurait analyse en detail cette region. 
Conscient de I'interet d'un fragment possedant un nombre maximum d'epitopes 
interagissant avec une diversite maximale de molecules HLA, il aurait obtenu le 
fragment revendique, ou un similaire, avec des chances raisonnables de succes. De ce 
fait, des revendications meme restreintes a ce fragment particulier ne semblent pas 
relever d'une demarche inventive. 
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Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande internationale 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 et D2 et ne cite pas 
ces documents. 

Concernant le point VHI 

Observations relatives a la demande internationale 

1) Les peptides des revendications 1-4 et 14 sont definis par: 

- leur taille, 

- le nombre d'epitopes presents, 

- le nombre et type de molecules HLA contactees par ces epitopes. 

Les 2 derniers parametres, de type immunologique, sont consideres comme inhabituels 
et ne definissent pas les peptides concernes d'une maniere claire et non ambigue. 
Ainsi, des peptides de I'art anterieur peuvent posseder d'une maniere inherente ces 
proprietes sans qu'elles n'aient jamais ete testees (voir aussi Point V-1). Par ailleurs, 
I'homme du metier serait amene a faire un nombre tres grand d'experiences pour 
identifier les fragments peptidiques d'une souche testee concernes par I'etendue de ce 
genre de revendications (Article 5 PCT). Enfin, ces peptides sont definis par des 
proprietes souhaitees ("de sorte que": desideratum) et non par des caracteristiques 
techniques essentielles (Article 6 PCT). 

La seule definition claire et non equivoque d'un peptide est sa sequence en acides 
amines, comme formule dans la revendication 5. 

2) 11 est a noter que I'identification d'un epitope dans un fragment peptidique ou 
I'indication du type de molecule HLA mise en jeu dans I'interaction avec cet epitope 
sont considerees comme des proprietes inherentes dudit peptide. 

3) Le terme "environ", utilise dans les revendications 1 et 3, est considere comme 
vague et entraine un doute quant a I'etendue reelle de I'invention pour laquelle une 
protection est recherchee (voir aussi Point V-1). 
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4) II est a noter qu'une caracteristique introduce par ou comprenant I'expression 
"notamment" (revendications 1,3, 14 et 19) "eventuellement" (revendication 18), "le 
cas echeant" (revendications 18 et 19) ou "tels que" (revendication 19) n'est pas prise 
en consideration pour la definition de I'etendue de I'inventlon. 
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